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I. I N T R O D U C C I O N
El control de la bioslntesis de las protelnas 
ba sido desde haco algunos anos, uno do llos temas de 
trabajo que mds interés ha suscitado entre los investiga 
dores. Las implicaciones a las que un conocimiento real 
del citado mecanisroo darla lugar, supondrian el punto de 
arranque para la resoluci6n de algunos de los mas impor­
tantes problemas planteados en CJiencias y Técnicas, tan 
générales y tan concretas, y en dreas tan interrelacdona 
das, como la Medicina, Bioqulmica, Inmunologla, Genética, 
Microbiologla, etc.
En el ano I96I, JACOB y MONOD (l), presentaron 
en su famoso articule de J. of Molecular Biology, la teo^  
rla del oper6n como hip6tesis unificada de una serie de 
observaciones y experiencias del suyo y de otros labora­
tories,
El modelo propuestb originalmente para explicar 
la regulacidn de la bioslntesxs enzimdtica, en la ruta bijo 
degradativa de la lactosa, resentaba unas caracterxsticas 
tan sugestivas cue sirvi6 para centrar la atenci6n. en la 
posibilidad de general.izar su aplicacidn a otros sistemas 
tanto biodegradativos como biosintdticos.
El aislamiento de las moléculas represoras en a.1
gunos sistemas (2, 3» 4) junto con estudios paralelos s£ 
bre el mecanismo de la induccidn, ban demostrade la vali 
dez del modelo de JACOB y MONOD en sistemas inducibles.
Sin embargo, hasta el momento actual, no se ha podido - 
comprobar que los sistemas con un control por i*epresi6n 
se ajusten con exactitud al esquema de regulacion’que su 
pone la exist encia de un re pres or compueeto por una deter 
minada protelna (aporrepresor) y una moldcula de bajo pe^  
so molecular (correpresor) que interaccione con ella mo- 
dificando su comportamiento, y favoreciendo 6 no, su in- 
teraccidn con la zona del cromosoma conocida como gen op£ 
rador.
Por otro lado, no son abundantes los estudios 
sobre una posible inespecificidad, total ô parciàl, en - 
los esquemas de regulacién de las diferentes rutas meta- 
bolicas, echàndose de menos una mayor informacién acerca 
del grado de similitud de las caracterlsticas reguladoras 
para un sistema dado, en diferentes modelos expérimentales.
En cualquier caso, el avance conseguido en el - 
conocimiento de los mecanismos de control de la expresion 
genética en algunas rutas metabélicas, ha abierto una se­
rie de nuevas posibilidades, explicaciones y modelos, que 
dando no obstante, muchos detalles pendientes en el escla 


























































































1. EL OPERON HISTIDINA. Antecedentes hist6ricos
La ruta de biosintesis del aminodcido liistidi^ ** 
na en la bacteria Salmonella typhimurium ha sido bien e^ 
tudiada por AMI;S y sus colaboradores (5)» componiéndose 
de diez reacciones enzimdticas catalizadas por nueve én- 
zimas, en las que partiendo de ATP y fosforribosilpiro - 
losTato se llega a la obtencidn de histidina como produc^ 
to final (6).
Los nueve genes que codifican dichos enzimas m 
se encuentran contiguos en el cromosoma bacteriano (?), 
habiéndose estudiado y clasificado mé.s de un millar de - 
mutaciones espontAneas e inducidas, en los citados genos 
que han permitido a HARTMAN et al. la construccidn del 
mapa genético detallado de la zona (8 ,9)•
En la figura 1 puede contemplarse la secuencia 
do reaccionos onzimdticas roquoridas para la biosinüosis 
de histidina, no siendo esenciales en la produccion de - 
uingun ôtro metabolite; de modo que todos los mutantes - 
en alguna de las nueve enzimas requieren linicamente his- 
tidina para su crecimiento. Dos de esas reacciones estdn 
caüalizadas por un mismo complejo enzimdtico codificado 
por el gen hisB (lO).
Como puede observarse la situaciôn de los nue­
ve genes en el cromosoma no se corresponde con el orden
- 3
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de actuaci6n de las enzimas a excepci6n del gen h.isG - 
que codifica la enzima que cataliza la primera reaccion 
do la ruta inetabAlica.
Existen dos mecanismos diferentes mediante 
los cuAleS; la bacteria contrôla la biosintesis de his- 
tidina. El primero de elles supone la inhibicién de la 
actividad de la primera enzima de la ruta por la hist^ 
dina como producto final de la misma (il) (inhibicidn 
"feedback"). Este mecanismo proporciona un rApido ajus^ 
te entre la actividad biosintAtica y la disponibilidad 
de histidina extracelular.
El segundo mecanismo gobierna la concentraciAn 
intracelular de las enzimas biosintéticas, mediante el 
control, por represiAn coordinada, sobre la expresiAn - 
de los genes estructurales.
Asi en. 1959» AMES y GARltY (l2) describieron - 
por primera vez, el fenAmeno de la represiAn coordinada 
al mostrar como, depondiendo de las condicionos del cr£ 
ci mi en to, la sin tesis enzimAtica podia ser ropriinida o 
dosroprimida en paralelo, permanociendo constante la r£ 
laciAu entre los niveles correspondlentes a cada enzima.
El conjunto de los genes forma pues, una uni- 
da.d de expresiAn y de transcripciAn, con la producciAn 
de un solo tipo de molAcula policitrAnica de RJMA mensaj<3 
ro (13), y una manifiesta polaridad demostrada por AMES 
y HARTMAN (l4), en gran numéro de mutaciones.
Curiosaraente, uno de los primeros datos sobre 
el mecanismo de la regulaciAn del operAn histidina fue 
logrado estudiando la bacteria Escherichia coli, aunque 
la trayectoria posterior se haya basado casi exclusiva- 
monte en el estudio do Salmonella typhimurium.
En 1964, SCHLESINGER y MAGASANIK (15) publica- 
ron un importante trabajo en el que demostraban que cre- 
ciendo cultives de E. coli en presencia de ^-metil-histi 
dina se producia un efecto de desrepresiAn con aumento - 
do los nivolos euziiiiAticos del oporAn histidina y acuinu- 
laciAn del aminoAcido. La (X-metil-histidina es un anAlo 
go de la histidina que no interfiere con ella, en la ru­
ta de biosintesis, por inhibiciAn de la actividad de al- 
guna de las enzimas, sine que ejerce su acciAn inhibien- 
do la uniAn del aminoAcido histidina a su tRNA ospocifi- 
co. Por tanto, ya se vislumbraba, y asi se propuso, quo 
debia ser el contenido intracelular de histidil-tRNA^*^^ 
y no la histidina libro quion do alguna manora intorvo - 
nia en el control sobro la ropresi An dol oporAn his tidi- 
na.
A partir do aquol momento, la bAsqueda do los 
elementos reguladores caracteristicos on el modèle del 
oporAn do JACOB y MONOD cobrA nuevo impulse, centrAndose 
la invèstigaciAn en el aislamiento de mutantes regulado- 
ros do S. typliimurium y ostudio do sus propiodados.
Entre I966 y I968, mediante la realizacion de 
expérimentes de cotransducciAn y conjugaciAn en mutantes 
reguladores aislados por resistencia a 1, 2, 4-triazol-3~ 
alaiiiua (TRA), AMES, JIARTMAN y sus colaborad oros ( I6-I8 ) , 
caractorizaron sois tipos do mutaciones roguladoras loca 
lizadas en puntos disperses del cromosoma y aiejades del 
operon, que conducian a la expresiAn constitutive de los 
genes estructurales.
El primer tipo de mutaciones reune las propie- 
dades del gen operador, estando situado en un extreme — 
del operAn sin solapamiento con el primer gen estructural
(19).
Se le denominA gen hisO, habiAndosele calcula- 
do una longitud estimada entre 100 y 200 pares de bases
(20) que es algo mener que las 2000 propuostas para el - 
operador triptofano (21), y del mismo orden que las cal- 
culadas para el operador lactosa (22 y 23).
Tod 3s los mutantes IiisO son dominantes en cis 
y rocesivos eh trans (24). Dentro de la régiAn del opera 
dor se han definido dos tipos de mutaciones de distinta 
significacion (19), las ya mencionadas mutaciones consti^ 
tutivas 0^ con elevados niveles enzimàtices y un segundo 
tipo de mutaciones que conducen a la reducciAn cJo. los ni^  
volos ouzimaticos y que semejan mutaciones en un gen con 
lunciAn de promoter (o^).
Tambien se han descrito 2 localizaciones inter 
nas en el operAn con funciAn de "promoter" (25); estas -
- 6 -
se hallan alejadas del gen operador y su significacion 
1isiologica en la célula normal se mantiene incierta - 
aunque parece poco relevante.
Los domds gonos roguladoros son;
Gen hisR Parece tratarse del gen estructural para el -
Hi stRNA (2b). Estes mutantes presentan una r^ 
ducciAn del 50^ en 1 As niveles de tRNA^^^^ (27) .
Gen hisS Gen estructural para la enzima histidil-tRNA 
sintetasa (L-Histidina: tRNA^^^ ligasa, E.C. 
6.1.1.2l)(28). Los mutantes hisS tienen niveles 
bajos de histidil-tRNA^^^ pues poseen enzimas 
alteradas con K^. elevadas para los sustratos 
de la reacciAn de aminoacilaciAn (29).
Cou his r Coil if ica una onzima nocusarla para ia moüifica
cion del tRNA^^^. Los mutantes hi sT tionon can
Histidades normales de tRNA total y cargado - 
(26 y 30), con unas constantes cinAtLcas idAn­
ticas al tipo salvaje (31)» sin embargo su an£ 
malo comportamiento en regulaciAn se atribuye 
a ia imposibiiidad do mod i fi car 2 l’ostos do uiM 
dina a pseudouridina en ia régiAn prAxima al - 
antic od on (32).
- 7 -
Gen hisW Parece estar involucrado en la producciAn de
una enzima nocesaria para la maduraciAn del -
Hi 3L RN A . La can Liilail tie LRN A total do os t os mu
tantes estA disminufda aunque el grade de ami­
noacilaci An es similar al del tipo salvaje (30)
Gen hisU TambiAn parece estar >?elacionado con la madura 
ciAn del tRNA. Sus propiedades son parecidas a 
las de los mutantes bisW (30).
Como puede comprobarse en todos los cases estA
Hiscomprometida la aminoacilaciAn del tRNA , ya sea a ni­
vel de sintesis, maduraciAn o reacciAn de carga propia - 
mente dicba, habiendose deraostrado por LEWISy AMES (30), 
quo oxiste una ovidonte concomitancia entre la cantidad 
do cargado y el nivel de desrepresiAn enzimAtica
"in vivo".
Aunque todos los datos expuestos confirman s£ 
gun los criterios habituales (jue el sistema do bioslnt£ 
sis de la hisiidina reune las caracteristicas de los si£ 
tomas lionominados oporonos, (4o) ol elevado numéro do g£ 
nes reguladores apunta ya la enorme complejidad que se 
ira poniendo de manifiesto en un sistema tan aparentemen 
te sencillo como puediera parecer a la vista de la" ruta 
metabolica.
Àunque estes y otros datos (33-35) permiten con 
Hissiderar al His-tRNA como la molAcula de bajo peso mo-
_ 8 -
1 ocular con calidad do correpresor, todavxa no se ha - 
conseguido demostrar si su intervenciAn en el mécanis­
me (.lo roprosion os ojorcida indivldualmente o a travAs 
do la formaci An do un complojo con una protolna rogula- 
dora (aporrepresor).
Hasta el memento han resultado infructuosos - 
todos los intentes realized os para identificar dicha pr£ 
texna por procedimientos genAticos.
Es posible que es to haya sucedido debid o a que 
la protoXna reprosora puede toner una sogunda TunciAn - 
esencial para el crecimiento do la bacteria, on ese ca­
so el metodo de selecciAn de mutantes habitualmënte em- 
pleado, harxa muy dificil detectar inequxvocamente mu - 
taciones en la actividad reguladora de la protexna.
Entre los candidates para el papel de aporre- 
prosor se han considerado la his tid il-tRNA sintetasa (33) 
y la primor onzima do la ruta, la ATP-fosforribosiltran£ 
Torasa (1-(3'-Eos forribosi1)-ATP :pirofos fato fos forribo­
siltransferasa, E.C.2.4.2.17). (34).
En cuanto a la primera, examinando los valores
de las constantes de afinidad y las concentraciones, de
Hi s
his tid il-tRNA sintetasa y de tRNA dentro de la cAlu-
Ilisla, se ha deducido que la mayor parte del tRNA carga­
do, dobo estar formando un complojo con la histidil-tRNA 
sintetasa "in vivo" (36), do mode quo si Asta no es la 
molAcula aporrepresora, al menos su presencia debe ser - 
tenida en cuenta en cualquiera que sea el mecanismo do 
control propuesto.
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Las posibilidades de la ATP-fosforribosiltran£ 
1erasa como intégrante del esq^iema de regulacion en la - 
biosintesis de histidina han sido intensamente estudia - 
d os por GOLDBERGER y sus colaboradores basAnd ose on los 
siguientes hechos;
- Mutantes en la primera enzima de la ruta con resis­
tencia Trente a la retroinhibiciAn por histidina, - 
exhiben alteraciones .en su cinética de represiAn y 
son incapaces de reprimirso por la acciAn del anAl£ 
go 1,2,4-triazol-3alanina (37-39)« Este ultimo ox - 
tremo no ha podido ser reproducido en experiment os 
realizados muy recientemente por SCOTT et al. (ll6),
- La enzima interacciona con gran afinidad y de modo 
preferente con el tRNA aminoacilado (4l-43). Esta - 
afinidad se ve muy disminulda en extrados purifica 
dos de enzima rosis tente a la inhibiciAn por his ti — 
di na (44) ,
- Se ha comprobado que la enzima es capaz de unirse - 
en experimentos "in vivo" al DNA de un fago 080 de­
fective, que contiene el fragmente correspondiente 
al operAn histidina (080 dhis )^ (45), existiendo da 
tos quo sugiorou un posiblo uniAn a nivel dol gen - 
operador (115).
- 10 -
- Ademâs se ha descrito que la enzima inhibe la tran£ 
cripcion del operon histidina en un sistema de sin-
tesis de mRNA "in vitro" (46) en ausencia de - -
HisHis-tRNA , sugiriendo que la enzima ejerco un pa 
pel como elemento de control nogativo.
Estas caracteristicas entre otras consideraci£ 
nes, sirvieron de fundamento p^ra que GOLDBERGER (47) -
eligiera el sistema de biosintesis de histidina en S . ty 
phimurium como uno de los ejemplos de regulaciAn autogé- 
uica on bac torlas (48),
Uno de los mas sôlidos inconvenientes que se 
oponen al papel sugerido para la primer enzima de la ru­
ta en la regulacion de la expresiAn del operon histidina 
han sido el hallazgo de mutantes con mutaciones sin sen- 
tid o (nonsense) y de cambio de es tructura (frameshift) - 
en el gen hisG, capaces de reprimirse normalmente por la 
accion do la histidina (34),
t'n los d os Altimos anos las Invos t Igaol oiioa rt>a 
lizadas han descubierto nuevos aspectos de interAs indu- 
dable. En 1974, WYCHE et al. (49), encontraron que al - 
elevar la cantidad de histidil-tRNA sintetasa intracelu - 
larmente mediante conjugaciAn con factores F* conteniendo 
el gen hisS^, se producia una estimulaciAn en la expresiAn 
del operAn histidina, lo cuAl parecia indicar que la en - 
zima pudiera estar involucrada en un mecanismo de control 
positivo.
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Eu el mismo aho, KASAI (50) ponia en evidencia 
mediante experimentos de transcripcion "in vitro", la - 
oxistencia en la cepa salvaje, de un atenuador situado - 
on lu rogiAn dol gen operador prAxima al gen hi3G . Expé­
rimentes "in vivo" confirmnron su oxistencia sugiri^ndo- 
se la necosidad de un elemento de control positivo que,
présente en las cAlulas normales, soslayara ol efecto -
•f i-i Sde] atenuador. KASAI proponia que ol His-tRNA , sAlo 
o conjuutamente con un factor pi'oteico, podia regular la 
uniAn del factor positivo a la régiAn hisO. Mientras - 
tanto ELY (24) , aventuraba un modeJ.o que oxplicara las 
càrac tei’isti cas fenotipicas del gen hisO mediante cam - 
bios en su conformaciAn, los cuAles facilitarian alter- 
nativamente la transcripciAn 0 la uniAn con la molAcula
0 complejo repi-esor.
Postei’i ormente, ARTZ y BROACH ( 5i) han propre^ 
to un modelo de teiminado de rdgulaciAn para e] operAn - 
histidina on ol que un factor positivo ejercoria un con­
trol del mi smo signo a ni vel dol atonuador mi outras quo 
el control por lepiesiAn se mantendria en condicionos do 
excoso de histidina con la inactivaciAn del factoi' posi-
1 Ivo. Sogiin este modelo, la Intei’vonciAn del. pi’imer oriz£ 
ma de la ruta quedaria postergada a segundo tArmino no - 
excluyAndose la posibilidad de que pudiera ejercor algdn 
papel accesorio como elemento de control negative.
Durante mucho tiempo, la dificultad de encon - 
trar mutantes en el gen hisG con niveles enzimAtiœs cla-
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raifiente constitutives fue argumente quo se pod fa oponor 
a la naturaleza represora de la ATP-fosforribosiltrans­
ferasa (52,33). RecJ.entemonte, el grupo de GOLDBEKGEK 
(115) ha descrito una mutaciAn recesiva on trans, situa 
da en el gen hi sG, que provoca la compléta insensibilidad 
dol pi'lmer enzima a la inhibiciAn poi* histidina y que ox 
hibe unos niveles enzimdticos constitutives, cuatro ve - 
ces superiores a los de la cepa salvaje. Al mismo tiempo 
SCOIT et al (II6) anunciaban la obtenciAn do mutantes - 
con extensas delecciones que cubrian total o parcialmen- 
to oi gon li j sG y on los quo la roguiaciAn fisiolAgica dol 
operAn histidina se comportaba con normalidad y era esen- 
cialmente igual a la de las cepas hisGÎ El resultado de 
sus experimentos claramonte pai’oce indicar quo la pro son 
ci a del producto del gon hisG no os esencial. para la ro- 
gulaciAn del operAn histidina.
La aparente contradicciAn do los resultados "in 
vivo" o "in vitro" puodo significar tan sAlo la diforon — 
ci a ontre el comportamiento aislado do un sistema "in vi­
tro" y la integraciAn o suma do efectos que sin duda ocu- 
rie "in vivo". En cualquier caso, la regulaciAn del operAn 
histidina evidencia una manifiesta complejidad a la vista 
do los datos disponibles.
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2. PRESENTACION DE LA MEMORTA
El mecanisrao de control de la expresi6n gené- 
lica Gorraspond lente a la ruta de bioslntesis del amino^ 
acido liistidina, lia sido objeto do intense estudio desde 
que en 1.959, AMES y GARRY (l2) describieron el fenômono 
de la represion coordinada sobre la expresion de les ge­
nes componentes de la ruta metabélica; hecho considerado 
como premisa necesaria en la teoria del operon.
La mayor parte de la informaci6n existante, - 
procédé de la bacteria Salmonella typliimurium, slendo - 
oscasos 1 os os tud i os roali^ados ou Esclioi'i clila coJ i, auu. 
quo algiinos dates importantes fuoran consoguidos précisa 
monte on esta ultima bacteria.
Fundamentalmente han sido dos les grupos de tra 
bajo que do una manora continuada, han abordado el pito - 
blema desde vertientes diferentes, centrando sus invest^ 
gaciones en el sistema S. typhimurium.
De un lado, el grupo de AMES, BRENNER y HARTMAN, 
lo han hecho desde un punto do vista gonotico, miontras 
que, de otra parte, GOLDBERGER y sus colaboradores han 
atendido preferentemente a los aspectos enzimologicos, - 
en un esfuerzo por esclarecer la naturaleza y el papel 
jugado por los elementos intégrantes del mécanisme de 
control.
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Sin embargo has ta el memento no se ha encontra 
do una explicacion satisfactoria que justifique los hochos 
ox poi* j men Lalfcjs observados y que en ocasionos, so han mo^ 
liado on aparonte conlradiccl6n, ponieudo do manlfiosto 
la dificultad del sistema.
Todo elle ha motivado que recientemente, se ha 
ya elegido como modelo experimental, la bacteria E . coli, 
de la que se posee una abundante informaeion general, in 
tentando mediante un abordaje que combine los dates gen^ 
ticos y bioqulmicos, una mayor aproximacion a la reali- 
dad dol mocanismo do control ostudiado.
En este contexte, se inserta la realizacion del 
trabajo que ahora présentâmes y con el que se ha preten- 
dido ampliar el conocimiento acerca del esquema de regu 
laci6n del sistema de bioslntesis de la histidina y es tu 
diar el grade de validez de una eventual extrapolaciôn 
cio dates entre las bacterias S. typtiimurium y E . c o J i . - 
Pai-alelainen te , se intenta suiiiunis trar nue vos - 
dates acerca do la simi.litud ontro las carac to tvl s L J c;as 
propias de un determinado esquema de control de la expro^ 
si6n genética en organismes con una apreciable divergen- 
cia evolutiva, como son las mencionadas enterobacterias.
Para elle nos hemos propuesto estudiar desde - 
un punto de vista genético, el nivel de homologia exis - 
ton te onti’ü aiiibas en toi’obac toi-las respucto al esquema do 
regulacion del operon histidina, utilizando una técnica 
de anâlisis gehético detallado como es la transduccion - 
con fago de caractères genotipicos aplicada al estudio -
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tidil-tRNA sintetasa con el empleo adicional de técnicas 
de cromatografla por filtracion en gel tras comprobar pr<e 
vlamonto las caracterlsticas de los sistemas enzimdticos 
II111 izados .
Nuestra hipotesis de trabajo ha supuesto la in- 
tervenc±6n conjunta de las enzimas ATP-fosforribosiltran^ 
feras a e llis tidil-tRNA sintetasa en el mecanisirio de con­
trol mediante la formacion de un complejo en el que la —
Hispresencia del His-tRNA como elemento esencial explica- 
rla algunas de las propiedades descritas y no totalmonte 
aclaradas.
La exposicion de la presente memoria se ha rea 




- Discusidn de Resultados
- Conclusionos
Con las siguiontos e tapas fundamontales:
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(mutantes hi^O, hisR, hisT,
hisW e hisU).
L
r Evaluacion del contenido 
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Componentes de la reaccion de aminoacilacion




Para los experimentos de transduccion era ne- 
cesario, disponer de cepas receptoras que presentaran - 
en su genotipo el marcador genético adecuado para cada 
caso. Excopto en ol caso del gon liisW, siompro so acu - 
dio a la existencia de alteraciones genotipicas de loca 
lizacion conocida, conducentes a la expresién de auxo- 
trofia para algun requerimiento nutritive determinado. 
As£ se utilizaron como taies las siguientes cepas;
llis-750 = Este mutante posee una araplia deleccién que
alcanza a la mayor parte de los genes ostruc-
turales del operén histidina incapacitdndole
para la bioslntesis del aminoàcido histidina
( 56 ).
AB2070 = Aparté de otros requerimientos nutritives, es
incapaz de crecer en ausencia de isoleucina y 
valina.
AB1482 = Aunque con diferente genotipo, posee al igual
que AB2070, el caràcter isoleucina , valina •
AB352 = Se trata de un mutante purina", acompanado de
otros requerimientos.
AT722 = Entre otros, posee el caràcter pirimidina , de
modo que sélo puodo crecer en preseiicia de ura 
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Las cepas AB2070, AB1482, AB352 y AT722 procé­
der! del E. coli Genetic Stock Center (C.G.S.C.), Univer- 
sidad de Yale, New Haven. U.S.A.
En algunos mementos y como control comparative, 
se ha utilizado la estirpe LT-2 de Salmonella typhimurium 
como tipo salvaje,la cuàl carece de especiales requeri - 
mientos.
En los experimentos de conjugacién se han emplea 
do cepas salvajes de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 
licuefaciens y Proteus mirabilis, con resistencihs a dif^ 
rentes drogas, aisladas en el Departamento de Medicina - 
Preventiva y Social de la Ciudad Sanitaria "La Paz" de Ma 
drid y carentes de especiales requerimientos nutritives.
2. Bacteriofago
Se ha utilizado el fago PlKc como mediador de 
transdùccién generalizada en E. coli. Este fago es un mu­
tante del PI original con caracterlsticas llticas mejora- 
das (59) y procédé del Institute de Genética de la Univer 
sidad de Colonia (Dr. SAEDLER). Tante las cepas UTH653 , 
UTHIO38, JC5459, AB2070, AB1482, AB352, his-750 Y LT-2, 
como el fago PlKc, fueron cedidos para este trabajo por 
el Dr. A. BALLESTEROS del Institute de Catâlisis del —  
C.S.I.C.
Para la interpretacién de las abreviaturas de - 
los marcadores genéticos, debe consultarse la seccién co- 
rrespondiente en la Pég 29.
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3. Medios de cultivo y réactives adicionales
3.1. Medio minime de sales
Se ha utilizado el medio minime de sales de 
Vdgel y Bonner (6o) para enterobacterias, preparàn 
dose 50 veces concéntrado. Se alamacena a tempera- 
tura ambiente y se diluye eh el memento de usarse.
Se compone de:
Agua destilada 67O ml,
MgSO^ . 7 0,1 %
Acido cltrico . 1 H^O 1 %
K^PO^II anhidro 5 %
NH^NaPO^H . h H^O 1,75 #
Las sales deben disolverse sucesivamente, en 
agua a 43-C. obteniéndose asl, un litre de medio - 
concéntrado. El pH del medio debe ser 7.
Para obtener cultives bacterianos, se ahadla 
al medio minime ya diluldo y estéril, la cantidad de 
glucosa necesaria para obtener una concentracion fi­
nal de 0,4^, Cuando fueron necesarios otros requeri­
mientos, se ahadieron las cantidades apropiadas para 
obtener las siguientes concontracionos:
- 22 -





Tod os los requerimientos nutritives se esterili^ 
zàron separadamente a vapor fluente durante 30 minu 
tos •
El medio minime sélido llevaba agar al 1,5^ 
(p/v).
Se preparaba disolviendo 15 gramos de agar en 
500 ml. de agua destrlada. En otro matraz se mezcla 
ban 20 ml, de medio minime 50 veces concéntrado con 
480 ml. de agua destilada; una vez esterilizados, - 
se ahadla a este dltimo la cantidad apropiada de glu 
cosa y requerimientos nutritives ya estériles (corr3^ 
giendo previamente el voluraen de agua destilada nec^ 
saria). Se mezcla el contenido de ambos matraces y 
se consegula 1 litre de medio, suficiente para 35-40 
plaças de Petri.
3.2. Medio nutriente
Se utilizé como medio complete el medio nutrien 
té de Luria (6l) con los siguientes componentes:
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Triptona 1 %
Extracto de Levadura 0,05^
Na Cl 1^
Agua destilada hasta 1 litro
El pH se ajustaba a 7 con hidréxido sédico
También se ha utilizado caldo nutriente;
Caldo nutriente (Difco) 8g,
Na Cl 4 g.
Agua destilada Hasta 1 litro
El medio nutriente sélido se préparé anadiendo agar 
al 1,5% (p/v).
Eventualmente, se utilizé agar nutriente (Difco) al 
2,3% en agua destilada.
3.3- Agar blando
Se prépara al 0,5% en agua destilada, mantenién 
dose a 45^ durante su use para conservarse en estado 
liquide.
3.4. Infusién de cerebro y corazén (Oxoid)
Se ha utilizado en los experimentos de conjuga- 
cién interespeclfica por tratarse de un medio comply 
to y muy enriquecido. Se préparé al 4,7^ en agua de^ 
tilada.
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3.5. Agar MUELLER HINTON(Pifco)
Ha sido empleado para la determinacién de senfi 
sibilidad o resistencia Trente a antibiéticos. Este 
medio responde a las exigencias de la 0 M S (1961) 
como medio de cultivo standard destinado a valora - 
ciones de resistencias, debido a la ausencia entre 
sus componentes, de écido p-aminobenzoico, princi - 
pal antagoniste de las sulfamides y sus derivados.
Se préparé al 3,8^ en agua destilada.
3.6. Agar MAC COIHŒY (Difco)
Se ha utilizado al 5% en agua destilada. Los 
productos de degradacién do la lactose, en combina- 
cién con el indicador rojo neutre sirven para demo^ 
trar la degradacién de la misma.
3 .7 . Agar LEVINE con eosina y azul de metileno (EMB). 
(Difco).
Este medio especial para enterobacterias se ha 
preparado al 3>73^ en agua destilada. Se ha utildza 
do en. los experimentos de conjugacién permitiendo - 
une. primera diferenciacién entre E. coli y el reste 
de bacterias implicadas, debido a sus peculiaridades 
morfolégicas.
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3.8, Agar de SIMMONS con citrato (Difco)
Se prépara al en agua destilada. Se en-
vasan 5 ml. en tubos do ensayo y después de esteri^ 
lizarlos se inclinan los tubos hasta el fondo. La 
siembra se hace on superficie. Sirve para detectar 
la.degradacién del citrate por viraje del color ver 
de a azul oscuro del indicador azul de bromotimol 
al aIcalinizarse el medio.
3 .9. Agar de KLIGER con hierro (K.I.A).(Difco)
So prépara al 5»5^ on agua destilada. So enva- 
san 10 ml. on tubos do ensayo quo, una vez esterili^ 
zados, so inclinan sin quo el piano inclinado lie - 
gue al fondo del tube. Su empleo so comenta en Méto 
dos,
3 .10. Caldo con urea (Difco)
Se utiliza al 3,8?^ on agua destilada y envasam 
do 2 ml, en tubos. Sirve para demostrar la produccién 
microbiana de ureasa que al hidrolizar la urea, libe^ 
rà amonlaco virando el color amarillo del indicador 




Al 1% en agua destilada. Se esteriliza y se 
dispone 1 ml, én tubo.
3.12. Reactive de EHRLICE-KOVACS
Se emplea para demostrar la formacién microbia 
na de indol. Se prépara disolviendo 15 g. de p-di- 
metilaminobenzaldebido en 225 ml. de alcohol amll^ 
GO por calentamiento suave al baho maria (50-55-C)« 
Al enfriarse, se ahaden 75 ml. de HCl poco a poco 
y con agitacién.
4. Productos quimicos
Se incluyen en este apartado, todos los produc^ 
tos no agrupados bajo la denominacién de "medios de cul­
tivo" y que fueron obtenidos comercialmente, especificdn 
dose la Casa Comercial de origen,
—  SIGMA Chem. Co., St. Louis
Cacodilato sédico, Adenosin-5*-trifosfato. Histidinol 
fosfato. Fosforribosilpirofosfato. N-motil N*-nitro 
N-nitrosoguanidina. 2-Amino purina. Metilsulfonato de 
etilo. 3-Amino-l, 2, 4 triazol. 2 (4 *tert-butilfenil)- 
5 (4* - bifenil) - 1, 3, 4 - Oxadiazol.
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—  CYCLO CHEMICAL, Los Angeles, California 
DL-1, 2, 4 triazol-3-alanina
—  GENERAL BIOCKEMICALS, Chagrin Falls, Ohio
Acido ribonucleico de transferencia de E. coli K12.
—  BIO. RAD Laboratories, Richmond, California 
Acrilamida. Bisacrilamida, 2-Mercaptoetanol. Persulfa 
to aménico.
—  CARLO ERBA ESPANOLA. Milàn 
Tolueno. Trietanolamina
—  FLUKA AG, Buchs S.G.
L-Glutation
—  SERVA Feinbiochemica, Heidelberg 
N, N, N*, N*- Tetrametilendiamina
—  PHARMACIA FINE CHEMICALS. Upsala
Sephadex G-lOO, G-I50, Sepharosa 4b activada, Azul dex 
trano.
Todos los aminodcidos, purinas, pirimidinas y 
el reste de los productos quimicos utilizados en el prèsen 
te trabajo procedian de MERCK A.G. Darmstdat.
El Acido nalidixico fue donado por WINTHROP PRO
DUCTS Inc.
1 . Abreviaturas
Para una niejor compresion del trabajo realiza 
do,se exponen a continuacion algunas de las abreviaturas 
de us o niAs frecuonte:
His- tRNA : Acido ribonucleico de transferencia,especifi
co para histidina.
- Kis-tRNA^^^: tRNA^^^® ami noacilado con histidina.
- ATP ; Adenosina-5^-trifosfato,
- TRA : l,2,4-Triazol-3-alanina.
- KlA ; Agar de KLIGER con hierro
- MNG : N-metil N*-nitro N-nitrosoguanidina.
- 2-AP : 2--Ainl nopuriua.
- EMS : Metil-sulfonato de etilo.
- DES ; Etil-sulfonato de etilo.
- AMT : 3-Amino-l,2,4 triazol.
- Tris : Tris (Hidroximetil)-- amirioraetano.
- Butil-PBD = 2 (4'-tert-bulilfenil)-5(4*'-bifenil)-
J ,3,4-Oxadiazol .
- liP ; f/— ÎLi s t.id i nol fos fa l>o .
- lAP : Imidazolaaetoi fosfato.
- TEA : Trietanolamina.
- i'iv’Pl’ :  ^— J'os Pvji'riboy i l - i - p i r o f o s  fa t c .
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- EDTA : Acido etilendiaminofcetracético.
- nal, Nx ; Acido nalidfxico.
- str; S : Estreptomicina.
_ cb : Carbenicilina.
- u.f.p. : unidades formadoras de plaças .
- m.o.i. : multiplicidad optima de infeccion
— 3 0 —
III. M E T 0 D 0 s
1. Tëcnicas mutagénoias
Para la obtencién de mutantes reguladores con^ 
titutivos en el operén histidina, se sometieron cultives 
de la cepa salvaje de E. coli K12 (JC5459) a la accién - 
de diferentes agentes inductores de carabios en el mate - 
rial genético segun los procedimientos que se describen 
a continuacién y que basados en las técnicas desarrolla- 
das por J.R. ROTH (62), han sido modificados segûn la ex 
periencia del laboratorio.
1.1. Mutagénesis■por radiaciohes ultravioleta
Sus efectos mutagénicos son la expresién de al 
teraciones en los mécanismes de replicacién y tran^ 
cripcién debidos prineipalmente a la formacién de - 
dimeros de timina en la cadena de DNA. (63).
La manera mAs sencilla de calibrar la fuente — 
radiacién, consiste eu determinar el porcentaje de 
viabilidad celular a diferentes tiempos de exposi — 
cién manteniendo constante la distancia entre la - 
fuente y el cultivo.
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Se inoculan 10 ml. de medio minimo con la ba^ 
teria JC5459 y se crecen a 37-C., con agitacion - 
has La conseguir aproximadamente 10' células/ml —  
(equivalonte a una densidad éptica de 1,0 medida a 
650 nm). El sedimento celular recogido al centri — 
fugar durante 10 minutes a 5000 x g se resuspende 
en 10 ml. de MgSO^^ 0,1 M. Se toman 5 ml. que verti^
dos sobre una plaça de Pétri vacia y estéril se man
tiene ablerta bajo la lAmpara de rayes ultraviole­
ta (DESAGA UVIS GI5T 8) durante 60 sogundos a una 
dis Lancia de 6C cm. Con 0,5 ml. de cultivo irradia 
do, se inoculan 5 ml. de caldo nutriente y se creco 
durante la noche a 37-C. con agitacion.
Con una longitud de onda de 254 nm. y en las
condiciones anterioros se obtenia un 0,2^ de via -
bilidad celular. A tiempos superiores se destruian 
casi todas las células y^a I5 minutes se esteriliza 
ba totalmente el liquide irradiado.
Todas las operac i ones realizadas después de la 
irradiacion se efectuaron en la osburidad para evi- 
tar fenéinenos de fotorreactivacion.
1.2. Mutagénesis cun N-metil N '-nitro N-nitroguanid1na 
(MNG)
Este agente mutagéhi co es extremadamente pode^  
X’oso y eficaz provocando camblos de bases en razon 
de su naturaleza de agente alquilante. Su capacidad
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mutagénica es tan elevada que puede dar lugar a mas 
de una mutacion en gran parte de las células some - 
tidas a su accién. AdemAs, es un iinpoi’taute agente 
cancerlgeno por lo que debe ser manejado con pre - 
caucién usAnd ose en todo momento guantes de plasty 
co para evitar el contacte con la piel.
Las condtciones éptimas para su empleo han s 
do estudiadas por ADELBERG et al. (64).
Se de tiene el creciiniento de 5 ml. de inqculo 
de la cepa salvaje JC5459 en caldo nutriente cuan­
do se baya en faso logarltmica centrifugAridose a 
5000 X g durante 10 minutes. El precipitado celu - 
-1 ar se resuspende en el mismo volumen de tampon -
tris-maleato (Tris 0,05 M, acido maleico 0,05 M, 
pll = 6 ajustado con bcidréxido sédico) repitiéndo-
se la centxifugacién en las mi s mas condicâones de
H
la anterior. El precipitado se resuspende en el - 
mismo volumen de tampén tris-maleato que contdene 
ahora una concentracién de raetilndtrosoguànidina 
de 100 yUg/ml . ï^ a suspensi on se incuba a 37®C. ,
durante J.5 minutes con agitacién. Se centrifuga 
de nuevo y las células se resuspenden en 10 ml. de 
caldo nutriente manteniéudose a 37-C. con agitacion 
lias Lu c.i*üc i mi eu Lo toLal.
d i s oluc ioncîs de los agoutos mutagénicos 
s^ es ter ili.zaban por filtracl éri a través de filtres 
Mil li pore de 2 5 mm. de diArnetro y 0,45 yu do to.maho 
do poro.
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1.3. Mutagenesis con 2-Aminopurina
So trata de un analogo de la adenina que acc^ 
dentalmento puede adoptar la forma iraino capaz de 
establecer dos enlaces de hidrégeno cou la citosi- 
na, dando lugar a cambios de bases del tipo de —  
transiciones.
Un inoculo de JC5459 se crece en medio minimo 
a 37-C., hasta alcanzar una concentracion aproxima
g
da de 4 x 10 células/ml. A 10 ml. del cultivo se 
le ando 0,1 ml. de una s olueion de 2-aminopurina a 
la concentracion de 2 mg/ml. Se le ahade la 2-amino^ 
purina para una concentracion final 0,01 M conti- 
nuandose el crecimiento durante 2 horas.
1.4. Mutagenesis con metilsulfonato do etilo (EMS)
Este agente alquilante provoca una despurini- 
zlacion del DNA, especf.ficamente de guanina, lo cual 
da lugar en el momento de la replicacién a la inc or 
poraciéri al azar de cualquiera de las 4 baées . Se 
obti.enen asi un 2.5% de trarsicion.es y un 50% de trar.^  
versiones. EJ. mecanismo de accién es a través de 
Ja formacién do 1 q u i 1 gu a n L na y labilizacién del 
enlace con la de ox i.rribosa 1 i ber and i se la base auu 
a 37® C. , y a pll neutre {65) •
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Un cultivo en crecimiento total se diluye 1:50 
en medio mi. nimo s in fuente de carbono. A 5 ml. se le a ha 
(le 0,1 rnl. del mutagnno incuUAnd ose 30 mi nu Los a 37- C .
Después de ésto, so tdma una alicuota y se diluye 1:100 
en medio minimo don glucosa al 0,^% creciéndose a 37-C. 
con agitacion.
.1. 3 • Mu bac i ones esporitAneas
Algunos de los mutantes objeto de nuestro es­
tudio, se obtuvieron en el medio de seleccion s in 
haber sido tratados previamente con. ningùn agente 
mu hcigénic o . Muchos fac tores ambientales pueden ser 
los responsables de estes efectos, determinadoS pro^  
duc tos del metabolismo celular pueden actuar como - 
mutagonos endogenos variando su actividad con las 
condiciones del cultive.
2, Seleccion de mutantes reguladores
Un metodo habituai de obtener mutantes incapa 
ces de regular una ruta metabolica consiste en s e 1e c c i 
nar su resistencia contra analogos toxicos del produc t o 
final de la misma. En el opertin histidina de S . typhimu 
ri. uni se ha utilizado con este fj.ii 1,2, 4- Lr.iaz ol-3 -n 1 an i 
na (tra). Este analogo de histidina puede aminoacilar 
a] tRNA^'^^ , ( 27 ) , se puede incorporar a las probe] nas (66) 
y 03 capaz de rorrimir al. operon histidina (67)* Sin om-
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bargo su efeeto no es lotal por sf solo, ya que la bac­
teria, creciondo on medio minimo es capaz de producir - 
una oantidad de histidina suficiente para mantener re - 
primidos los uiveles enzimaticos del operon y ddemas dd^  
luir el efeeto toxico del TRA. Por tanto, en eStado re- 
primido la bacteria produce la histidina necesaria para 
permitir un crecimiento normal. El efecto del TRA solo 
sera letal cuando artificlalmente consigamos disminuir 
la velocidad de sintosis de histidina. Esta disminuci on 
se puede lograr mediante la aciicion de un Inliibi.dor do 
una de las enzimas de la ruta metabolica; en nuestro ca 
so hemos empleado 3-aniino-1, 2,4 triazol (AMT) que inhi­
be a la imidazolglicerolfosfato deshidratasa (EC4.2.1.19) 
(68). La uni ca manera de sosl\yar este efecto inhibldor 
seria desreprimiendo el operén y aumentando los nivelos 
enzimaticos, pero las cepas salvajes son incapaces do 
lograrlo porque el TRA suple a la histidina reprimiendo 
el oporou e impidibndo el crecimiento. Sin embargo, los 
mutantes buscad os estaran dosroprimidos constilu lu vamon- 
te por tener alterado su sistema de regulacion y rosis - 
t i ran a la accién del TRA creciondo con noimalidad.
La forma de llevar a cabo esta seleccién con­
siste en preparar plaças de agar con medio minimo, glu- 
cosa al 2^, los requerimientos nutritives necesarios y 
AMT on concoiitrac lén J 0 niM, ad e ma s es precise a had ir - 
0,4 mM, ya que en la etapa enzimatica de la bioslntesis 
de histidina inhibida por el .4MT, se produce también - 
4-amino-5-imidazol carboxa.mida riboriucleosido , que os un 
1% roc 11 r ’s or de La s 1 n t o s i s d e t )ur i n a s .
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Dg un cultivo mutagenizado y crecido hasta 
turbidez maxima se toman 0,2 ml. y se extlenden sobre 
las plaças.
En el centre de cada una se coloca un disco 
de papel de filtre Whatman AA de 6 mm. de diametro. im- 
pregnado con 0,02 ml. de TRA 25 mM dejandose 48 horas 
a 37^0.
Alrededor de los discos apareceran halos de 
inhibicion y en su interior algunas colonias aisladas 
resistentes al TRA.
3. Obtencion de un mutante de E. coli Kl2 resistente a 
elevadas concentraciones dé acido nalidlxico (nalA^)
%
Los mutantes con resistencia ante agentes an- 
tibacterianos como los antibioticos pueden corriontomon 
to obtenerso de un modo directe por aislamionto en pla­
ça . Àunque en el caso de unos pocos agentes, la mdxima 
resistencia se consigne en un solo pas o, como sucede con 
la estreptomicina (1000 yug/ml), con otros muchos, una 
unica mutacion produce resistencia ian solo ante concen 
traciones intermedias del inhibldor, alcanzAndose la re^  
sistencia maxima gradualmente despues de sucesivas muta 
ciones. El Acido nalidixico es une de los inhibidores - 
cuya resistencia se obtiene de modo escalonado (69)» sien 
do la técnica del gradienté de antibiotico en plaça desa- 
rrollada por Szybalski (70) un medio muy adecuado para - 
exponer una poblacion de bacterias a un range continue
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de doncentraciones de antibiotico.
Se pretende obtener un mutante derivado de 
la cepa salvaje UTHIO38, que no tiene requerimientos 
nutritives especiales. Para ello.se ban construldô - 
plaças con glucosa 2% con una concentracion de Acido 
nalidixico que vaya de 0 a 50 yUg/ml en los extremes - 
del gradiente.
Se esterilizan plaças de Pétri de 18 cm. de 
d iAmetro y se colocan inclinadas sobre algun soporte; 
se llenan parcialmente hasta el borde de la parte mAs 
baja con medio minimo, glucosa 2%, y agar 1 ,5^; se doja 
solidificar el medio y las plaças se colocan horizontal 
mente sobre la mesa y a continuacién se rellenan c on - 
el mismo medio que contiene ahora Acido halidlxico pa­
ra una concentracién de 50yUg/ml dejAndose 2k horas a 
37-C.para detectar posibles contaminaciones.
Con 1 litro de cada porcién, se obtienen 8 
plaças. Como inéculo se utiliza un cultivo reciante de 
la cepa UTHIO38, del que se extienden 1,5 ml. sobre las 
plaças y se incuba a 37-C. Se pican las colonias que ha 
yan crecido a mayor concentracién de antibiético, se cr^ 
cen y se usan como inéculo de nuevas plaças con lo que 
se va consiguiendo una resistencia gradualmente superior. 
En très pases se obtiene un césped de mutantes resisten­
tes con los que se inoculan tubos de medio minimo, glu­
cosa Oyk%o y 100 yug/ml de Acido nalidixico exhibiendo 




A fin de asegurar la conservacion y estabili— 
dad do las cepas durante largos period os de tiernpo, se 
considéré adecuado preparar cultivos permanentes de to­
das las cepas objeto del présente trabajo.
Se disponen en condiciones estériles pequehos 
tubos de 2 ml. con tapén de rosca, conteniendo aproxima 
damente la mitad de su capacidad con medio nutriente s2 
lido y se esterilizan en autoclave.
Se inocula con hilo de platino el cultivo de 
que se trate y se sumerge la %oca del tubo en parafina 
liquida, a continuacién se coloca el tapén y se étique­
ta convenientemante. Se incuba a 37-C. durante 24 horas 
y se guarda a temperatura ambiente.
3. Tiempo de generacién (t.G.).
El concepto de "tiempo de generacién se define
)(
como el period o de tiempo requerido para que se duplique 
la poblacién celular. Bajo condiciones ambientales épti­
mas puede servir como Indice del crecimiento de un cuit 
vo bacteriano.
Se d isponen matraces Erlenmeyer de 25O ml. con 
100 ml. de medio de cultivo apropiado y se inoculan con 
1 ml. de un cultivo reciente de la cepa problema. Se in- 
cuban a 37-C. con agitacién y periédicamente se extraen 
muestras de 1 ml. para medir su absorbancia a 630 nm. en
“ 3 9 “
en el espectrofotometro.
Representando estes valores en una escala se- 
milogarxtmica frente a tiempos de crecimiento, se obten 
drà una lliiea recta en la zona de crecimiento. Exponen- 
cial o preestacionario, que permite calcular el tiempo 
que el cultive emplea en duplicar su turbidez. (Ver Fi­
gura 2) .
6. Estimacion de la poblacion celular
Para determinar en un memento dado, la densi- 
dad de poblacion celular, prenante en un cultive en cr^ 
cimiento, es precise cpnstruir una curva de calibrado - 
entre valores de absorbancia (d.O) a 65O nm. y la corre^ 
pondiente cantidad de células/ml.
De un cultive en crecimiento, en medio liquide 
a 37-C, con agitacion, se toman dos muestras, una se em­
plea para medir absorbancia y la otra, diluida convenien 
temente, se siembra en plaças con medio nutriente incu - 
bàndose a 37-C. para recuento de colonias aisladas. Esta 
operacion , repetida a diferentes tiempos, permite la - 
construccion de gràficas del tipo de la mostrada en la 
Figura 3• En la que se observa una relacion lineal en - 
tre densidad de poblacion celular y absorbancia (65O nm) 
desde 0,2 lias ta 0,8 unidades aproximadamente.
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FIG. 3 FASE LINEAL DEL CRECIMIENTO CELULAR
suspension de fago (aproximadamente 10 virus) y 
0,1 ml. de cloruro càlcico 10 mM mezclàndose en - 
agitador de tubos después de adicionar 2,5 ml. de 
agar blando, (se puede mantener en estado liquide 
durante la experiancia por inmersion en bano de - 
agua a 45-C). El contenido de les tubos se vierte 
sobre la superficie de plaças de Pétri con medio 
nutriente de preparacion reciente y se incuba du­
rante l4-l8 horas a 37-0^ en estufa. Al cabo de - 
este tiempo se pueden apreciar zonas de lisis con 
fluentes destacando sobre la capa opaca de césped 
bacteriano. Se cubre cada plaça con 0,3 ml. de me^  
dio nutriente de LURIA liquide y se guardan en ne^  
vera a 4% C. durante h horas para permitir la difu 
si6n de les fagos. A continuacion se raspa la capa 
de agar blando con la punta de una pipeta Pasteur 
recogiéndose la mezcla de liquide y agar blando en 
un tube est&ril. Se centrifuga 10 minutes a 5000 
r.p.ni. para sopurar ol agar blando dol luoüio llqu^ 
do con el lisado; éste se decanta en otro tube es- 
téril al que se afiaden dos o très gotas de clore - 
forme para evitar contaminacion con bacterias y se 
guarda a A- C. rotulàndose como lisado 1  ^ pase de 
la cepa douante de que se trate.
En todos nuestros expérimentes de transduccion 
se han realizado estas operaciones dos veces para -
obtener un lisado 2  ^ pase enriquecido que es el que
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âe utiliza en les cruces con la cepa receptora.
7 .2 , Titulacion de los lisados
Es necesario conocer aproximadamente la con- 
centracion de fagos présentes en los lisados obt^ 
nidos; a fin de establecer conscientemente la can 
tidad de suspensi6n de fago que habra de implicar 
se en el cruce con una cierta cantidad de bacterias 
rocopLoras, para una multiplicidad de infocci6n do- 
terminada.
El método empleado es similar al descrito an- 
teriormente para la obtencion de lisados. Ahora se 
utilizaran como fago, diferentes diluciones de la
suspensidn de fago que pretendemos titular (lO^ ,
(S V * ,10 y 10 normalmente) y como bacteria huésped ,-
la misma que después vaya a actuar como cepa rece^
tora en los experimentos de transduccion,
Después de 24 boras de incubacién a 37-0. se 
pueden contar las "plaças" de lisis (u.f.p, = uni­
dades formadoras de plaças) y multiplicande por la 
dilucion se obtiene el numéro total de u.f.p/ml,
7 .3 . Transduccion
Una vez obtenidos los fagos, portadores de - 
fragmentes de cromosoma bacteriano, es precise que 
transmitan esa informacion a la cepa receptora, pr£
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vocando para ello su infeccion bajo condiciones ad^ 
cuadas.
Se preparan tubos de tapon de rosea esteriles, 
y se las anaden 0,2 ml. de un cultive de la bacte­
ria receptora crecido durante la noche a 37-C. en 
medio nutriente. Se pone en cada tube 0,1 ml. de - 
CaCl^ 10 mM estéril (la cantidad necesaria para una 
Concentracién final 2,5 mM), y se adicionan 0,1 ml. 
de una dilucion apropiada de la suspension de fagos 
do modo que la relacion fago/bacteria (multiplici- 
dad de infeccion) sea aproximadamente de 0,1-0,5*
Se agitan los tubos y se mantienen 10 minutes a - 
37-C. en bano de agua. Para detener la infeccion 
se afiade a cada tubo 5 ml. de una solucién estéril 
de citrate sédico al 0,2^ y cloruro sédico al 0,8^, 
que diluye el medio y acompleja al ion calcio, ne­
cesario para la adsorcion del fago Plkc sobre E,coli, 
evitandose infecciones secundarias. Se centrifuga - 
.10 minutes a 5.600 r.p. m. y ol sod imonlo co.lular - 
se resuspende con 0,2 ml. de solucion de citrate e^ 
téril exteniéndose sobre la superficie de plaças se 
lectoras preparadas recientemente.
Las plaças de reaccion deben llevar el medio
adecuado para impedir el crecimiento de la bacteria 
,
recopiera pormitiendo tan solo el crecimiento y ex- 
presion de los transductantes. Antes de su use, las 
plaças deben secarse dejandolas parcialmente abler- 
tas en estufa a 6o?C. durante 20 minutes.
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Se deben incluir plaças del mismo tipo para 
control de esterilidad de la solucion de citrato 
y de cloruro calcico; as1 como plaças para com - 
probacion de la esterilidad de las suspensiones 
de fagos utilizados. También se debe comprobar - 
que la cepa receptora no es capaz de crecer en - 
ese tipo de plaças, eliminando asf la posibilidad 
de revertientes eppontàneas que falsearian los re^  
sultados del experimento.
8. Conjugacién
El proceso de conjugacién bacteriana implica 
la transmisién de material genético de una bacteria a 
otra por intimo .contacto entre ellas..Numérosos estu- 
dios revelan la estrecha relacion existante entre el 
mecanismo de conjugacién bacteriana y la propagacién - 
de pldsmidos con multiples resistencias a diferentes - 
drogas, (?1,109). Todo ello ha hecho que consideremos
la técnica de conjugacion como un método apropiado pa­
ra detectar la transmision de resistencias ante deter- 
minadas sustancias antibacterianas y establecer la natu 
raleza plàsmldica de las mismas.
El moLodo operative supono en principio la roa 
lizacion del correspondiente antibiograma, de cada una 
de las cepas seleccionadas.
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Para ello se toma una colonia aislada de la 
cepa a estudiar y se diluye en 3 ml. de solucion sali- 
na estéril. Con escobillon estéril, se extiende por la 
superficie de una plaça do agar MUELLER-HINTON. A con­
tinuacion se colocan sobre la superficie, discos de pa 
pel de filtro impregnados con la correspondiente solu­
cion de antibiotico. Las plaças se incuban a 37-C. du­
rante 12 horas. La resistencia o sensibilidad se mide 
atandiendo a la aparicion y extension de halos de in- 
hibicién alrededor de los discos de papel.
8.1. Metodica de la Conjugacion
Las cepas seleccionadas se crecen en medio 1^ 
quido hasta situar el cultive en fase preestaciona 
ria (aproximadamente 10^ células/ml.Aunque no exi^ 
ton dates concluyentes sobre las condiciones ambien 
taies que afectan al proceso de conjugacion, se sa- 
be que la produccion de puentes citoplasméticos —  
("pili") es maxima durante la fase exponencial de - 
crecimiento decayendo al alcanzarse la fase estacio^ 
naria; por otro lado parece ser que la formacion de 
"pi11" y la frecuencia d^ apareamiento es superior 
entre los cultives en fase estacionaria que entre - 
les agitados mecénicamente (109). Por ello en nues- 
tro case adoptâmes con éxito una solucion de compro^ 
mise, creciendo los cultives normalmente a 37-C. con 
agitacion durante las 3/4 partes del période de cre-
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cimiento, permaneciendo el cultive en repose du - 
rante el reste. Se mezclan en la proporcion 1/4 = 
donante/receptor en un medio complote de infusién 
cerebro-corazon y se mantienen a 37-C. en repose - 
durante tiempos que alternativamente fueron de 2 6 
18 horas (72).
Se detiene el proceso mediante agitacion brus^ 
ca del medio y se siembran 0,2 ml. en plaças selec^ 
toras incubàndose a 37-C., 48 horas.
Las plaças de seleccion deben contener aquellos 
requerimientos que eliminen la posibilidad de cre - 
cimiento tante de la cepa donante como de la recep­
tora, de modo que solo sôa permitida la viabilidad 
de los conjugantes.
En nuestro case, so ahadla al medio s6lido con 
que se censtrulan las plaças, una mezcla binaria 
de antibioticos de modo que las cepas donante y - 
receptora fueran sensibles a une de elles y exhibie^ 
ran rosis tone I a al otro do mo cruzado.
Al hacer la experiencia de conjugacion so doben
incluir plaças para control de inviabilidad, en las
que sembrando 0,2 ml. del cultive original de la -
cepa donante y receptora por separada, no se debe -
obtener crecimiento tras 48 horas de incubacion a
37-C. También es obligado incluir una plca para el
control de esterilidad del medio en que se lleva a
cabo la cpnjugacién; en ella se siembran 0,2 ml. -
de la infusion de cerebro y corazon previamente a
su utilizacion en el experimento.
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8.2. Identificacion bacteriologica
Los cruces de conjugacion implicaban la uti­
lizacion de Escherichia coli y Klebsiella pneumo­
niae, Enterobacter licuefaciens o Proteus mirabi­
lis como cepas donantes o receptoras, y por tanto 
susceptibles de aparecer en las plaças de selec - 
cion. Para su identificacion se ha acudido al em- 
pleo de pruebas bioqulmicas ordinarias para el - 
d iiignos L .1 c o do on toi’bbao Loi'las .
El medio EMB segun LEVINE, (Agar con eosina 
y azul de metileno) utilizado en la confeccion de 
las plaças de conjugacién, permitia en una prime­
ra aproximacion distinguir las colonias de E. coli 
del resto, debido a su tipica morfologia con cen- 
tros muy oscuros y brillo metàlico verdoso en 
luz reflejada.
Ademas, para una comprobacion màs definitiva, 
se adoptaron las siguientes pruebas:
a) Degradacion de Lactosa. La aparicion de colonias 
rosadas en Agar MAC CONKEY supone que son bacte­
rias lactosa positivas, excluyéndose por tanto - 
el Pr. mirabilis por ser lactosa negativo (inca- 
paz de degradar la lactosa).
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b) Degradacion del Citrato. Si se observa crecimien 
to en Agar de SIMMONS^ con citrato y coloraciôn - 
azul oscura del medio, supone la naturaleza ci - 
trato positiva do la bacteria, mientras E . coli 
al ser incapaz de utilizar citrato como fuento 
de carbono, permanece inhibido, manteniéndose el 
color verdoso habituai del medio.
c) Produccién de Ind'ol = Para detectar la produccion 
de indol se prépara 1 ml. de disolucion de pept£ 
na al 1^ en agua, estéril; se inocula con la co­
lonia problema y se incuba 18 horas a 37- C ; si 
al ahadir 2 6 3 gotas del reactive de ElIRLICIl - 
KOVACS se forma un anillo de color rojo en la su 
perfide de separacion entre ambos liquides, in- 
dica la presencia del indol producido por E .coli, 
diferenciandolo de Enterobacter licuefaciens.
d ) Produccion do Uroasa = So incuban .los inôcu.l os - 
en caldo con urea a 37-C. durante 12,24 y 48 ho- * 
ras. La reaccion es positiva cuando hay produc­
cion de ureasa (hidrolisis de urea), le cuàl se 
pone de manifiesto por cambio del color amarillo 
(pH 6,8) a rojo (pH 8,1 6 mayor), slendo caract£ 
ristico de Pr. mirabilis y a veces de Kb. pneumo 




e) Crecimiento en Agar de KIGER con hierro (k IA). 
Este medio de diferenciacion résulta muy util 
al racilitar informacion en una sola prueba so^  
bro la dogradacion do glucosa y lactosa, con y 
sin formacion de gas y sobre la produccion do 
acido sulfidrico. Para obtener buenos résulta 
dos, se siembra en superficie a partir de colo 
nia aislada y por puncion en la base del tubo 
incubàndose 18 horas a 37-C. El medio virgen 
es de color rojo. La aparicion de color amari­
llo en la base indica fermentaciôn de la gluc_o 
sa; si el color amarillo se extiende a todo el 
medio es sehal de que la lactosa ha sido degra 
dada. El desplazamiento del medio indica la for 
macion de gas en la degradacion del azucar. Un 
ennegrecimiento del medio séria signo de la for 
macion de àcido sulfxdrico.
A continuacién resumimos las reacciones caractie 
rlsticas de cada una do las copas bacterianas - 
implicadas en los cruces de conjugacion.
a ) Détectables con la prueba del KIA:
Microorganismo Glucosa Lac tosa SHp Gas
E. coli + + - +
Kb. pneumoniae + + 6 - - +
En.licuefaciens + + 6 - - +
P r . mirabilis + - + + 6 -
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b ) Détectables con las' restantes pruebas desarrolladas.
Microorganismo Citrato Indol Urea
E, coli - + -
Kb. pneumoniae + - 6 + +
En. licuefaciens + - - 6 +
Pr. mirabilis + -6 - + +
9. Ensayos enzimàticos
9.1. Ensayo de Imidazolilacetolfbsfato L-Glutàmico /miino 
transferasci (EC 2,6.1.9)
Esta enzima cataliza la transformacién de imi­
dazolilacetolf osfato (lAP) a histidinol fosfato 
(h p ), y es codificada por el gen hisC del operén - 
histidina. Aprovechando el elevado coeficiente de 
extincion del, sustrato lAP, enolizado en presencia 
de àlcali, se mide la reaccion inversa de desamina— 
ci6n del HP y consiguiente formacién de lAP segün 
el método de MARTIN et al. (73)> empleando àcido — 
(X-cetoglutàrico como aceptor del grupo amino.
9.1.a ) Preparacién de extractos
Se crece un cultive bacteriano inoculando un 
matraz erlenmeyer de 250 ml., que contiene 100 ml 
de medio minime con los requerimientos nutritives 
apropiados, y se incuba a 37-C. con agitacion a
- 51 -
100 r.p.m. hasta alcanzar una D.O. (65O nm) de 
0,6. Se detiene el crecimiento por inmersion - 
deJ matraz en baho de hielo y se centrifuga a 
6.000 r.p.m. durante 20 minutes a 4?C. El sedi_ 
mento se resuspen'de ahora on 5 ml. de tampon - 
tris 0,05 M, pH = 7,5 y se somete a la accién 
de los ultrasonidos durante dos périodes de 
30 segundos con un intervale de 10 segundos en 
tre elles, manteniendo el extracto en baho de 
hielo. A continuacién se centrifuga durante me_ 
dia hoi'a a 18.000 r.p.m. y 4^0; el sobrenadan- 
te se recoge por decantacién y se mantiene a 
090. procediéndose Inmodiatamente a la roali- 
zacién de los ensayos enzimàticos.
9.I.B) Ensayo enzimàtico
A continuacién exponemos las condiciones en 
que so ha realizado oJ onsayo adaplado a nuos- 
tro case concrete, y que se resume en la TablaH. 
Réactivés:.Acido o(-Cetoglutàrico 0,2 M, pH 6 
(astable durante meses à -209Q).
.Histidinol fosfato 30 mM (astable du 
rante meses a -20-C).
.Trietanolamina 0,2 M, pH 8,6 (se de­
be protéger de la luz).
.Hidréxido sodico 1,43 N.
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Procedimiento: La mezcla de reaccién contiene 0,2ml.
de trietanol amina, 0,01 ml. de àci­
do o(-ce loglutàrico y 0,08 ml. de - 
extracto (a veces se han ütilizado -
0,06 ml. de extracto, compensando el 
%
volumen con el tampon de obtencién - 
del extracto).
Los tubos se incuban 2 6 3 minutes a 
37-C. y la reacciàn se desencadena - 
por la adiciàn de 0,01 ml. de histi­
dinol fosfato a cada tubo guardando 
el mismo intervalo de tiempo entre 
cada une; se debe incluir un blanco 
con aguà destilada en lugar de histi 
dinol fosfato. Despues de mantener - 
les tubos 15 minutes a 37-C., se les 
afiade 0,7 ml. de OHNa 1,43 N por el 
mismo orden, y se incuban a ^5-C. ,
durante 20 minutes para enolizar el 
lAP foi’mado. Se mide la absorbancia 
a 280nm. siendo astable durante va - 
rias horas. El ensayo es lineal con 
el tiempo y con la concentracion de 
enzima hasta una absorbancia de 0,6 
aproximadamente.
La unidad de actividad enzimàtica se
define como la cantidad de enzima ne^
cesaria para producir una abosrban -































































cantidad necesaria para transfor- 
mar 0,188 micromoles de histidinol 
fosfato en lAP durante 15 minutos 
a
Los extractos de las cepas tipo - 
salvaje tienen una actividad espe 
clfica de 1,2-1,8 unidades por mi- 
ligramo de proteina.
9.2. Ensayo de Imidazolglicerolfosfato Deshidratasa- 
Histidinol Fosfato Fosfatasa (EC 4.2.1.19,
EC 3 .1 .3 .15)
Para medir la actividad como fosfatasa de la 
enzima codificada por el gen hisB, se procédé a 
la estimaci6n del fosfato inorgânico libexado de^ 
pués de incubar histidinol fosfato como sustrato 
de la reaccidn, con la enzima.
El método esté, basado en el descrito por AMES
(74), siendo uno de los mas sencillos y sensibles 
para las enzimas de la ruta biosintética de histi­
dina .
9 .2.a) Preparacion de extractos
De un cultivo en la fase exponencial de creci^ 
miento, se toman 3 ml. y se filtran a través de 
un filtro Millipore de 25 mm. de diametro y —  
0,45 u de tamaho de porc. Se lava très veces -
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con 2 ml. de tampon tri%tanolamina-HCl 0,1 M, 
pH. 7» 5 (tamp6n T.E.A.). El filtro se pasa a un 
tubo con 3 ml. de tampon T.E.A. y se resuspen­
de la masa celular por agitacién vigorosa duran 
te 10 segundos en agitador de tubos, desechand£ 
se el filtro. Se mide la absorbancia de la su^ 
pension celular a 650 nra. (En este momento se - 
pueden guardar las "células a -209C. hasta el - 
d£a siguiente).
Se afiaden 0,03 ml. de tolueno y se agita el 
tubo durante 20 minutes a 37-0. con lo que se - 
produce una alteracion dréstica de la permeabi- 
lidad celular y a continuacién «e sumerge el tu 
bo en baho de hielo.
9.2.b ) Ensayo enzimàtico
Las condiciones de nuestro ensayo se exponon 
detalladamente a continuacién y se resumen en la 
Tabla III.
Réactivés: Trietanolamina-liCl 0,1 M, pli = 7,3* 
Histidinol fosfato 50 mM.
Mezcla de color (Debe prepararse en el 
d£a) = 1 parte de sol. A y 6 par 
tes de sol B.
Solucion A = Acido ascorbico 10^ 
se puede guardar 1 mes 
en congelador).
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Solucd.én B = Molibdato amo- 
nico 0,4-2^ en àcido - 
sulfùrico 1 N (libre 
de fosfato).
Procedimiento: Se preparan dos tubos para cada problu
ma a los que se anaden 0,01 ml. de MgCl^ 
20 mM, 0,1 ml. de T.E.A. y 0,2 ml. de 
extracto. Los tubos se precalientan a 
37-C. durante 3-4 minutos y se les ana­
den 0,01 de histidinol fosfato 50 mM - 
guardando el mismo intervalo de tiempo 
cada tubo.
Se ensaya también un blanco por cad proi 
blema, que llevarà agua en lugar de hi^ 
tidinol fosfato. Se mantienen 15 minutos 
a 37-C. y se detiene la reaccion adicio^ 
nando 0,.7 ml. de mezcla de color. Se in 
cuban los tubos a 45-C. durante 20 minu 
tos para permitir el desarrollo de la 
coloracién y se lean a 820 nm contra el 
blanco.
Se deben incluir dos contrôles sin ex - 
tracto enzimàtico ^ histidinol fosfato, 
corrigiéndose los resultados cuando se 
détecta alguna contaminacion significa­
tive de fosfato libre. La respuesta es
lineal hasta una absorbancia de 0,6 apro 
ximadainen te .
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La actividad especifica se define 
como la relacion entire la absorban 
cia a S20 nm y el produc to de la - 
absorbancia de la suspension celu­
lar a 650 nm por el volumen (en ml.) 
de extracto ensayado. 0 sea, el re- 
sultado vendra expresado en unida - 
des de abosrbancia a 820 nm por mi- 
llmetro de extracto ensayado conte- 
niendo 1 unidad de absorbancia a 
630 nm durante 13 minutos de reac­
cion a 37-C. Dado que en esas condi^ 
ciones 0,01 micromoles de fosfato - 
dan una absorbancia de 0,260 a 86O nm, 
resultarà que 1 unidad de enzima lii- 
droliza 0 ,03# micromoles de histidi­
nol fosfato en esas mismas condicio­
nes de reaccion.
La actividad especifica obtonida a 
partir de extractos bacterianos tipo 
salvaje es aproximadamente de 2,3*
9 .3 . Ensayo de ATP-fosforribosiltransferasa (EC 2.4.2.17)
El enzima codificado por el gen hisG cataliza 
la reaccion de condensacion entre ATP y fosforribp 
silpirofosfato (PRPP) segiin el esquema:
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ATP ------ :------ PR - ATP
+ +
PRPP -s--------------- PP
El ensayo aprovecha el relativamente elevado 
coeficiente de extincion del fosforribosil-ATP - 
(PR-ATP) a 290 nm; habiéndose efectuado una modifi 
cacion del método de VOIE et al, (75) para que el 
volumen final fuera mayor (en el de VOLL era de - 
0,3 ml).
9 .3 .A) Ensayo enzimàtico
Réactivas: Tampon concentrado: Tris 0,2 M,
pH 8,5 KOI 0,3 M, Mg CI2 0,02 M.
Mezcla "G": ATP 30 mg, 2-Mercapto - 
etanol 0,01 ml, Agua 0,68 ml, tampon 
"G" concentrado 11,64 ml,
PPI'P: ,10 mg/ml (guat'diindo ou cougoiatlor)
Procedimiento: La mezcla "G"se prépara en el mo­
mento. En la cubeta del espectro- 
fotometro, donde se va a efectuar 
ma medicién de la absorbancia se 
ponen 0,8 ml, de mezcla"G" 0,1 ml, 
de extracto enzimàtico y 0,05 ml. 
de PRPP, volteàndose la cubeta pa 
ra mezclar los componentes. Se va
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registrando la variacion de la absor­
bancia con el tiempo, medida a 290 nm, 
definiéndose la unidad de actividad -
(75) como el cambio de absorbancia de 
0,1 por cada intervalo de 5 minutos. 
Una unidad de enzima corresponde a la 
formacion de 0,00167 micromoles de - 
PR-ATP por minuto.
9 .4 . Ensayo de Histidil-tRNA^^^ Sintetasa (EC 6.1.1.21)
El ensayo mide la formaciôn de histidil^tRNA^^^
l4utilizando histidina marcada con C . Se ha seguido 
el procedimiento descrito por MUENCHyBERG (76) -
modificado en nuestro laboratorio, segun se detalla 
a continuacion y se resume en la Tabla IV.
9 .4.a) Ensayo enzimàtico
Ik /Reactivos: Histidina - C , 15O yuM (The Radioche^
mical Centre, Amersham, actividad es - 
pecifica = 324 mCi/mmol). 
tRRA de E. coli 4,6 mg/ml (aproximada­
mente 3 yuM, 12 unid. de D.O. 26o).
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Mezcla "sintetasa":
10 ml. de tampon cacodilato potàsico 1 M, 
pH = 6,9*
1 ml. de cloruro magnésico 0,5 M,
1 ml. de cloruro potàsico 0,5 M.
4 mg. do albümina do suero bovine.
50 mg. de glutation reducido.
8 ml. de ATP 25 mM.
Una vez preparada, se guarda en refrige- 
rador a -20^0. y se descongela juste an­
tes de usarla.
Procedimiento: En cada ensayo se incluyeron 2 tubos - 
por cada muestra y un blanco. A cada tu­
bo se le ahaden 0,1 ml. de mezcla "sintp 
tasa", 0,025 ml. de extracto enzimàtico 
y 0,05 ml. de solucién de tRNA incubàndoi 
se a 37-C. en bano de agua durante 3 6 ^ 
minutos. A continuacién y guardando el - 
mismo intervalo de tiempo se ahaden a - 
cada tubo 0,025 ml. de histidina marcada 
y al blanco 0,025 ml. de agua destilada. 
Después de agitar se mantienen 15 minutos 
a 37-C. en baho de agua y se detiene la - 
reaccion ahadiendo a cada tubo 0,2 ml. de 
àcido tricloroacético frio al 10^ guardan 
do siempre el mismo orden e intervalo de
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tiempo que antes. Los tubos se sumergen 
en hielo y el precipitado formado se re­
coge sobre filtres Millipore de 0,^3 yUg. 
Los filtres se lavan varias veces con ac_i 
do tricloroacetico al 5^ Y se colocan on 
viales, secandose en estufa a 100?C. duran 
te 20 minutos.
A cada vial se le anaden 10 ml. de tolueno 
con Butil-P.B.D. al 5^ midiéndose las cuen 
tas por minuto en un contador de centelleo 
liquide Packard 2423 con una eficiencia de 
un . 89^ para T,a actividad especifica v^
nia especifica venla dada en c.p.m/minuto x 
yug de proteinas.
10. Obtencién de Histidil-tRNA sintetasa por cromatogra 
fia de afinidad
Nos hemos basado en ol método dosarrollado - 
previamente (77) para histidil-tRNA sintetasa de - 
E . coli, con una serie de etapas caracteristicas en 
crornatografla de afinidad que a continuacion enume^ 
rames y describimos.
10.1 Preparacion de la columna cromatografica
- Activacién de la matriz.
Se parte de 10 g. de gel de agarosa comercial (Se^
piiarosa 4 B) , activada con bromure de cianogeno.
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Este material reune las mejores condiciones como 
soporte solido de la columna, y ha sido utiliza­
do con buenos resultados en la purificacion de 
otras aminoacil-tRNA sintetasas(78,79)•
Union del braze o espaciador a la matriz activada,
A la Sepharosa activada y suspendida en 30 ml. de 
agua destilada, se le ahaden 30 ml. de të trame ti_l 
endiamina 0,2 M. manteniéndose la reaccién duran­
te 16 horas a 490. con agitacion magnética. Se fil^  
tra en büchner y se lava abundantemente con agua 
destilada. El derivado conseguido pretende propor- 
cionar un brazo que aieje al ligando de la matriz 
para evitar impedimentos estéricos en el momento 
de la reaccion.
La sustitucion se comprueba con el colorante 
2,4,6 trinitro-bencenosulfonato sédico, que con - 
las aminas alifaticas da color anaranjado (80).
Uni én del grupo reactive al extreme de I espaciador. 
Para poder efectuar la union entre el ligando (his^  
tidina) y la matriz, es precise que en el extreme 
del brazo o espaciador exista un grupo reactive o 
elemento conector que permita la reaccioh de union 
con el ligando.
En el case que nos ocupa la union se efectüa 
mediante la formacion de una azoderivado.
Previamente fue precise obtener p-nitrobenzoi^ 
lazida segun el método de NAEGELI (81).
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Se prépara una disolucion acuosa de àzida sodica 
aproximadamente al 12^ y se vierte en exceso, go- 
ta a gota y agitando, sobre una disolucion en ace_ 
tona de p-cloruro de nitrobenzoilo, enfriando la 
reaccion por inmersion del matraz en mezcla frigjo 
rifica de hielo y sal; se filtra en bûcher y se - 
lava en agua la azida cristalizada (punto de fu - 
sion 685C).
Para conseguir la sal de diazonio se resus - 
ponde o1 gel do agarosa eu una mezcla de 40 ml. - 
de tetraborate sodico 0,2 M, pH=9»3 y 27 ml. de 
dimetilformamida, y se le ahade p-nitrobenzoila- 
zida para una concentracion final de 0,07 M (8,8 
gramos ) , dojandose .1 hora on agitacion a tompora­
tura ambiante lavàndose a continuacion con 200 ml. 
de dimetilformamida al 50^ en agua para oliminar 
el reste de p-nitrobenzoilazIda.
El grupo nitro se reduce per tratamionto con 
ditionito sodico 0,1 M en bicarbonate sodico 0,1 M, 
pH 8,5 durante 40 minutes a 4o?C. y lavado con agua 
Para conocer el resultado de la reaccion se ensaya 
la reaccion con el colorante mencionado anterior - 
mente.
La sal de diazonio se forma resuspendiendo el 
gel en 70 ml. de acide clorhldrico 0,5 N al que se 
ahade nitrite sodico 0,1 M a 4?C. durante 7 minutes
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- Union del ligando (histidina)
El acoplamiento de la histidina se hace inmedia- 
tamonlo, sin lavado previo, aiiadiendo his tidina 
7 niM on totraborato sodico satnrado y 1 lovando 
el pH a 8 con hidroxido sodico concentrado. Se 
produce un intense color rojo que indica la for 
macion del derivado azo. La reaccion se mantiene 
durante 4 horas al cabo de las cuales, se lava 
con agua, estando el gel liste para ser montado 
en la columna.
La sustitucion de histidina se comprueba - 
reduciendo el enlace con ditionito sodico 0,1 M, 
filtrando y ensayando el filtrado con ninhidrina.
10.2. Preparacion de extractos
Se parte de cantidades variables de células, 
de la cepa UTH653 de E . coli Kl2, resuspendidas - 
on un volumon doblo do su pose (on ml.) do tam­
pon cacodilatado 0,2 M, pH = 6,9 con ATP 1,5 mM y 
dorure de magnesio 1,5 mM. Se someten pn fraccio^ 
nés de 10 ml. a la accion de les ultrasonidos du - 
rante 2 périodes de 2,5 minutes manteniendo el ex­
tracto en bafio de hielo. Se centrifuga a 19*000 
g. durante 30 minutes a 4?C. y se toma el sobrena- 
dante.
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10.3. Precipitacion con sulfato amonico
Al extracto se aiiaden 33 S- poi' cada 100 ml. 
do sulfato amonico mantoniondoso 30 rninutos a - 
490. Se centrifuga a 19.000 x g durante 30 minu - 
tos. Al sobrenadante se le agrega sulfato amonico 
para llegar a 43 g. por 100 ml. en las mismas con 
diciones que antes recogiendose este segundo pre- 
cipitado para resuspenderlo en 10 ml. de tampon - 
cocodilato 0,2 M pH = 6,9 con ATP 1,5 mM y MgCl^
1,5 mM.
10.4. Oromatografla bioespecifica
Una vez comprobada la ausencia de actividad 
de ATP-fosforribosiltransferaaa en el resuspendi- 
do, se aplica este muy lentamente a la columna 
(0,9 X 15 cm) previamente equilibrada con el mi^ 
mo tampon. Se lava con el tampon de olucion has ta 
que el perfil de elucion en termines de absorban- 
cia a 280 nm sea cero; en ese memento se aplica - 
a la columna tampon cacodilato pH 8,0 con NaCl - 
0,3 M . Se recogen fracciones de 2 mi. siendo el - 
flujo de 10 ml/hora. La actividad de histid il-tRNA 
sintetasa en las fiacciones eluidas se mide segun 
se ha descrito anteriormente. Las fracciones con 
maxima actividad se mezclaban en viales con glipe 
rina al 50^ y se guardaban en congelador a -209C.
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11. Obtencion de ATP-fosforribosiltransferasa
En 1971» WHITFIELD (82) describ±6 un procedi- 
miento perfeccionado para la purificacion del primer en 
zima de la ruta do biosxntesis de histidina, que so —  
constituyo en el metodo convencional utilizado por la 
mayoria de los investigadores, y a partir del cual se 
obtuvieron importantes datos es trueturales y cineticos 
de la ATP-fosforribosiltransferasa en S . typhimurium 
(41,42,83). El procedimiento aprovechaba las diferencias 
en la solubilidad de la enzima en dis tintas condiciones y 
aplicaba pasos de cromatografia de filtraci6n por gel y 
de intercambio ionino.
Ya an 1970, KLUNGSOYR et al. (84) abord6 la 
purificacion de la’ primer enzima en E. coli con résulta 
dos algo inferiores a los obtenidos en S . typhimurium . 
Posteriormente y basàndôse en el método de WHITFIELD , 
A.R. TEBAR (85) dosarrollo un motodo para E. coli logran 
do una purificacion de I30 veces sobre el extracto de 
partida.
En 1974, PARSONS et al. (86) publicaron un -
procedimiento rapido de purificacion en S . typhimurium 
en el que combinàndo cambios en la solubilidad de la - 
onzima, en preseucia o ausencia de histidina, bajo de - 
terminadas condiciones, lograban un excelente método -
't
de purificacion evitando el empleo de columnas cromato-
gréficas.
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La enzima ATP-fosforribosiltransferasa util^ 
zada en el présente trabajo, procedia de extractos pu- 
rificados cedidos amablemente por el Dr. A.R. TEBAR, - 
los cuales fueron obtenidos introduciendo ligeras mod^ 
ficaciones en el procedimiento original, tratando de - 
unir la rapidez del método de PARSONS et al., con la - 
satisfactoria experiencia del método aplicado a E.coli.
11.1. Conservacion de la enzima
En nuestro caso y conscientes de la inestabi- 
lidad exhibida por la enzima, (85) optâmes por - 
realizar los ensayos en que su presencia era nece^ 
saria en el plazo maxime de una semana a partir - 
de su purificacion. El extracto enzimàtico se man 
tuvo a —20‘’C. d os c ougo land os ü sélo autos do usar- 
se. PARSONS y KOSHLAND (86) han descrito dos méto^ 
dos de conservacion con una retencién de una 93 ^ 
de la actividad al cabo de un mes, sin embargo - 
proponen como medio de almacenamiento de la enzi­
ma durante largos périodes de tiempo, el congela- 
miento rapide en tampon con histidina ImM en ni - 
trôgeno liquide.
12. Criterio de purezà
Para tener una idea del estado de pureza en 
los diferentes extractos enzimaticos, se tuvieron en 
consideracion las distintas bandas de migracion obten^
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das por electroforesis en gel de poliacrilamida segun 
el método de WEBER et al. (87).
/ His13. Determinacion del contenido de tRNA , libre y
aminoacilado con histidina, "in vivo'* .
El método que se ha seguido ha side, con li- 
geras modificaciones, el de LEWIS y AllES (30) , aplica­
do con éxito en S. typhimurium. El procedimiento es lar 
go e incluye diferentes pasos que enumeramos en detalle 
a continuacién:
13.1 . Crecimiento bacteriano
Con la cepa elegida para cada ensayo, se ino­
cula un matraz con 10 ml. de medio minimo de sa - 
les y los requerimientos nutritivos adecuados, cro^  
ciondoso dui’untü la nocho a 37-0. cou agiLacién.
10s to en I I I vo s ni i I i za roino I néon 1 o on nn nin'V’o -
matraz conteniendo ^00 ml. de medio mxnimo y requo^
rimientos; éste se crece a 37-C nm, de 0,8 (creci­
miento al final de la fase logaritmica o exponen -
cial).
13.2. Extraccién (primera parte)
El cultivo se trata con adiciôn de 50 ml. 
de acide trieloracético al 53^» precalentado a 
37-C. La adicion debe hacerse de forma muy rapida;
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nosotros adoptamps el sistema de preparar un fras- 
co de polipropileno con una perforacion en el fon­
de y un pequeho tap6n en la misma. LLegado el mo - 
mento se cerraba el frasco con el ac. tricloroace- 
tico en su interior y se adoptaba a la boca del ma 
traz presionandose de modo que el liquide saltara 
con violencia liacia el interior del mismo, se agi- 
taba durante un minute y se ahadian 5 ml. de lauril 
sulfato sodico al 1^ manteniéndose de nuevo un mi­
nute en agitacion.
A continuacién, y con el fin de detener dràsti^ 
camente todos los procesos metabolicos de las célu­
las, se enfriaban râpidamente el matraz a 2-5-C. -
por inmersion en baho de acetona-nieve carbonica - 
con agitacion normal para lograr un enfriamiento ho^  
mogéneo y evitar la congelacion del medio.
Se mantenia a 2-5-C. durante 20 minutes, des - 
pués de los cuales se centrifugaba a 12000 x g. du­
rante 20 minutes a 490.
El sedimiento celular se resuspendia en 8 ml. 
de acetate sodico 0,25 M pH 6,5 contenido lauril 
sulfato sodico al 0,05^ y EDTA 0,001 M. El pH final 
debe oscilar entre 4,5 y 5*
Se ahadia a la suspension un volumen igual de 
fenol saturado con acetate sodico 0,25 M pH 5» con 
teniendo EDTA 0,001 M.
El extracto sumergido en hielo se homogeneiza 
por accion de los ultrasonidos en dos périodes de 
30 segundos con un intervale de un minute.
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Después de centrifugar a 26000 x g. durante 
20 minutes a 490. se aspira la capa acuosa (supe- 
l’ioi’) y sü viorto sobi’o 4 volumoues de e Lanol y 
0,2 volumenes de NaOl 5 M a -2090. guardàndose - 
en refrigerador a -2090. La capa fenolica (in­
ferior) se lava con un volumen igual de acetate - 
sodico/lauril sulfato sôdico/EDTA centrifugândose 
en las mismas condiciones auteriores; la capa acuj) 
sa se ahade a la anterior y se mantiene a -2090. 
duranto 20 minutes para permitir la insoJubjliza- 
cién del 4cido nucleico, que se recoge por centr^ 
fugacién en las condiciones habituales. El sedimen 
to 30 resuspende en 3»3 ml.de acetate sodico 0,1 M 
pH 4,6. En este punto se puede detener el proceso 
durante varies dlas manteniendo el extracto conge- 
lado a -20 90,
13.3 . Oxidaci.én peryodica y extraccion (segunda parte)
El extracto de la o Lapri anter i or se divide en 
dos porciones iguales de 1,5 ml. A la primera se - 
le ahaden 0,5 ml. de una disolucién reciente de 
de pexyodato sodico 0,01 M en acetate sodico 0,1 M 
pli 4,6. A la segunda porcion se le ahaden 0,5 ml. 
de tampén acetate sin peryodato.
Ambas porciones se incuban en baho de agua - 
a 37-0. durante 30 minutes, en la oscuridad (se eji 
vuelven los tubes en papel de alumnio). El RNA se
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précipita con 2 volumenes Je etanol y 0,1 do NaCl, 
se centrifuga a 26000 x g., 20 minutes a 490. y -
ol precipitaJo se resuspende en 2 mi., de acetate 
sédico 0,1 M plJ 4,6 oonLeuiondo oillongllcol 0,1 M.
Para destruir el peryodato romanonte se incu­
ban las dos porciones en baho de agua a 37-0. du - 
rante 10 minutes en la oscuridad.
A continuacién se precipitan con 2 volumenes 
de etanol (sin NaOl) y se centrifugan como siempre. 
El sedimento se resuspende en 1 ml. de agua desti- 
lada y se le ahade 1 ml. de tris 3»^ M ajustado - 
con acide acético a pH 8,2. Tras un période de in- 
cubacién de 2 horas a 37-C. se logra ladesacilacién 
de los tRNA cargados. Se precipitan con etanol y - 
después de centrifugar en las condiciones habitua - 
les, el sedimento se resuspende en 2 ml. de agua es 
tando en disposicién de ensayarse el contenido de 
tRNA^^®.
I f -î e
13.4 Ensayo de tRNA
HisPara determinar la cantidad de tRNA prèsen 
te, se ha medido la correspondiente capaoidad de - 
incorporacién de histidina marcada, en la reaccién 
mediada por la enzima histidil-tRNA sintetasa segun 
el procedimiento ya descrito en Métodos (Pag.59) , 
utilizando para ello enzima obtenida por cromato - 
grafia de afinidad. Las cantidades elegidas para -
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el ensayo perniitian comprobar el grade de incorpo­
racién, detectando vàrios miles de cuentas por mi­
nute tras 15 minutes de incubacién a 37-C. En cada 
ensayo se incluyé un bianco que contenla todos los 
ingredlentes de la reaccién excepte la sintetasa.
l4. Evaluacién de la cantidad de proteinas
Se ha seguido el método de LOWRY et al. (88),
utilizando albiimina de suero bovine como proteina - 
patrén.
15 . Cromatograf £a por filtracién en gel.
Los estudios realizados mediante la técnica 
de cromatograf£a de filtracién en gel se llevaron a 
cabo con un equipo formado por una columna (k 15/30 de 
Pharmacia) de 1,5 x 30 cm., con seccién de 1,8 cm^ y 
frasco de Mariette incorporado como reservorio del tam 
pén de elucién . A la salida. de la columna se conecté . 
un sistema de deteccién automàtico LKB compuesto por - 
unidad de control, unidad éptica, registre gràfico y 
colector de fracciones. En todos los expérimentes se corn 
probé ademas, total o parcialmente, el perfil de elucién 
registrando manualmente la absorbancia de las fracciones 
eluidas a 280 nm en espectrofetémetro.
Todos los expérimentes se realizaron en camara 
fria a 4^0. y la presién operativa fue constantemente de 
14 0 mm.
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El volumen recogido en cada fraccién fue va­
riable, pues hubo expérimentes en que se fijo segun el 
numéro de gotas y en otros segun el tiempo pero siem - 
pre oscilo entre 0,5 y 1»3 ml/fraccién. El flujo fue - 
aproximadamente de 8 ml/hora y el volumen de muestra - 
aplicado a la columna siempre fue de 0,5 ml.
Lqs expérimentes se realizaron usando como - 
fase estacionaria de la cromatogxafia, polfmeros de —  
dextrano del tipo Sephadex GlOO y GI50 y como fase mo- 
vil se utilizé tampén Tris.HCl 0,05 M, pH 7»5*
Dado que en nuestros expérimentes pretendia- 
mos investigar el peso molecular de las proteinas o corn 
plejos protelcos una vez separados selectivaraente por 
filtracién en gel; era precise calibrar previamente las 
columnasempaquetadascon la fase estacionaria utilizada 
en cada caso.
Con este fin se utilizaron una serie de pro­
teinas de peso molecular oonocido procédantes de la co- 
leccién Schwarz/Mann excepto la aldolasa que era de - 
Boehinger-Manheim.
Las protefnas utilizadas en el calibrado fueron;
Peso molecular
Ferritina 480000





Quinio tr i psinogeno 25000
Citocromo C 12400
El volumen de exclusion de cada columna se 
investigé aplicando sendas disoluciones de azul dex­
trano (3 mg/ml) . Los resultados obtenidos en esta se^  
rie de expérimentes se detallan en la (Pég, 138) .
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IV. R E S U L T A D O S
Segun quedo expuesto en el planteamiento del 
présente trabajo, nuestro primer objetivo se centraba 
en comprobar el grade de similitud genética entre los 
sistemâs de regulacion de la ruta de biosintesis de hi^ 
tidina en S . typhimurium y E . coli. Conocida la situa - 
cion y numéro de los genes estructurales, en ambas espe 
d e s  bacterianas, ha side nuestro proposito extender el 
estudio a los genes reguladores, tratando de comprobar 
la existencia y localizaci-on en el mapa genético, de - 
aqiiollos gonos , d o los euh lus , aun sloudo couocldos un 
S. t ypli.i mutvi inn, no so to ni a ninguna i n C ormac i én on —
E . coli.
Por tanto es évidente que para un abordaje ge^  
nético del problema, era necesario disponer como punto 
de partida, de una coleccién de mutantes reguladores o 
constitutives en el operon histidina, este es, una se - 
rie de mutantes alterados en su capacidad de regular la 
ruta metabolica de biosintesis de histidina por mutacion 
en alguno de los genes reguladores y cuya posicion se - 
trataria de situar posteriormente en el mapa genético.
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1. Primera serio de mutantes constitutivos
El proceso de obtencion de mutantes constituti^ 
vos se esquematiza en la Figura 4. La primera fase de mu 
tagénesis se llevo a cabo como se describe en Métodos uti^  
lizando diverses agentes mutagénicos, cuya eficacia se - 
comentara mas tarde.
En los cultives mutagenizados, se buscaron los
mutantes constitutives en el operon histidina, por .sele^
cion de aquéllos que exliibieran resis tencia ante 1,2,4 -
t r i az o 1-3-a 1 an.i na , nnalogo d o his (id ina , que ac tua a c L i -
Hisvamente en represion formando el TRA-tRNA , que es ana 
logo del cerrepres or His-tRNA^^^ (88).
Las particularidades del procedimiento se exp£ 
nen detalladamente en Métodos (Pag 33) •
Naturalmente, son varias las clases de muta 
clones que pueden ser responsables de la a parie ion de r<e 
sis tencia ante el T.R.A. El prfhier tipo de mutaciones se^  
rian aquéllas que por alteracion de alguno de los genes 
reguladores darian lugar a mutantes insensibles a la re- 
pi'osion por histidina o sus analogos. Teniendo en cuenta 
que en el proceso de seleccion se necesita la desrepre - 
sion previa del operon histidina, mediante la inhibicion 
do una lie las onzlinas do la lU ta (doshidx a tasa) por la a_c 
cion del AMT, cualquier mutacion en el gen que codifica 
dicha enzima (hisB) y que induzca resis tencia ante el AMT, 
también dara lugar a mutantes resis tentes al TRA, Otra - 
posibiJidad vendria representada por aquellos mutantes -
- 76 -
con permeasas alteradas, incapaces de incorporar el TRA 
o el AMT existente en el medio.
1.1. CaractorISticas morfologicas
Afortunadamente, para discernir cuales son los 
mutantes buscados, se puede aprovechar la peculiar 
caracteristica fenotipica de los mutantes constitu­
tives en el operon histidina, por la que forman co- 
lonias do morfologla I’ugosa al crecer on modio mlni^ 
mo con elevada concentracion do glucosa u otros azu 
cares como fuente de carbone (89), mientras que si 
el crecimiento se efectua a bajas concentraciones, 
la morfologia de las colonias es lisa. (Figuras 5 y 
6).
Aunque por el memento no se conoce una explica 
cion satisfactoria para este hecho, parece ser que 
el aspecto riigoso do las colonias es debido a la im 
posibilidad de formar tabiques intercelularos en la 
fase de division celular por lo que las bacterias - 
hijas no pueden separarse y al progresarla division 
de las células se forman hileras de bacterias, visJ^ 
bles al microscopic, de aspecto filamentoso cuya dje 
siguai poiio ti'acion on el agar puodo ser la causa do 
su caracteristico aspecto.
De un total de 23 mutantes, en la Tabla V, se 
enümeran los mutantes seleccionados por sus propie- 
d.ades morfoiogicas como posibles mutantes regulado-
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FIGURA 4. OBTENCION DE MUTANTES REGULADORES
E.coli (tipo salvaje)
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res, citando el agente mutagénico empleado en cada 
caso, y la morfologia de las colonias crecidas on 
medio minimo con requerimientos y glucosa al 2 
glucosa al 0,2^ y glucosa al 2% con histidina I m M .
Se inc lu yon los mutantes h i s - 4 9 5 » hi s-4 97 » y his-^t 98 
cedidos por P.E. HAIfi'MAN y obtenidos a partir cJo 
U T H653 el his-493 y a partir de U THIO38 los 2 res - 
tantes (90) .
También se incluyen los mutantes RAlOl y R A I O3 
cedidos por elDr. MARTIN DEL RIO, obtenidos directa 
mente a partir de la cepa UTH633 por resistencia a 
CX-metil histidina.
Con el reste do los mutantes, derivados de -
J C3439» se comprobo que era la c t o s a y estrept o m i c ^
' R / • • j j  ,.na , a s 1 como su incapacidad para crecer en medio
minime sin triptofano o vitamina .
Aparté del criterio morfolôgico, considérâmes 
necesario comprobar por otros criterios que se tra­
ta ba do mutantes c ons t i tu t i vos on el ope r on h i s t i dj_ 
na .
1.2. Niveles de desrepresion enzimatica
Los mutantes reguladores buscados son incapaces 
de regular apropiadamente la expresion de los genes 
estructurales del operon histidina, debido a ello - 
poseeran en condiciones normales, niveles anormal - 
mente altos de las enzimas codificadas por los ge -
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nés del operon histidina. Como consecuencia de su 
propio defecto, mantendràn es os niveles constant^ 
mon Lo olovailos a un ou piosoncia do his Lid ina exogc^ 
na an ad i d a al mod 1 o do crecimionLo, y podrcrnos d o- 
cir que se trata de mutantes desrepremidos constitu 
tivamente.
Con este fin se de ter mi nar on los niveles enzd^  
ma t i c o s de una de las enzimas de la ruta, la Imida 
zolacetolfosfato : L-Glutàmico Aminotransferasa co^  
mo producLo del gen hisC, y se compararon con los 
obtenidos para el tipo salvaje de E . coli. Como con 
trol se de termineron también los niveles en la cepa 
salvaje LT-2 de S. typhimurium. Los mutantes se cre^  
cioron en medio minimo con glucosa al 2^ y los re- 
quorimientos précises, on ausencia y on presencia - 
de his tidina ImM.
Los resultados se ofiecen en la Tabla VI. Para 
calcular los nivolos do desrepresion se lia Lomado - 
como unidad la media de los va 1er es obtenidos con 
la cepa JC5459 en una serie de determinaciones. El 
nivel basai de desrepresion se ha es tablecid o en 1,3 
unidades/mg que es muy proximo al obtenido por no- 
soLros en S. typhimurium y coincide con el valor - 
aportado por ROTll (62) para S . typhimurium ; todos 




































































Puede observarse como todos los mutantes selec^ 
cionados poseen niveles enzimaticos netamente supe- 
l'i oies a lus del Llpo salva Je incluse en pi*esoucia 
do hisLiiiiuci, coH lo oual se élimina Lamblon la po­
sibilidad de mutantes his S con una histidil-tRNA 
sintetasa modificada en su afinidad por histidina. 
Los tiempos de generaci6n de los mutantes oscilaban 
alrededor de los 60 minutos excepto para los mutan­
tes 0A121 y 0A124 en que se calculé en 75 Y 110 mi­
nutos respectivamente, no de tec tànd ose anormal idad 
alguna durante el period o de crecimiento.
Con los datos reunidos podemos suponer que los 
mutantes reunidos son efectivamente mutantes c ons - 
titutivos en el operon histidina.
1.3* Nivel de desrepresion y concentracién de glucosa
A posar do quo la morfologia rugosa no so oxpro^ 
sa fonotlpicamenteicuando se crocon los mn tan tos ou 
medio minimo con glucosa al 0,2^; se midieron los 
niveles de desrepresion enzimatica de toda la serie 
de mutantes aiternativamente en medio minimo con al- 
ta y ba ja concentracion de glucosa (2^ y U , 2^ respec_ 
tivamente) obteniénd ose en ambas situaciones, bas i- 
camen te los mismos reSultados, (Tabla Vil), lo cual 
viene a comprobar que al igual que en S. typhimurium 
(27), la concentracion de glucosa no ejerce ninguna
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influencia significativa sobre los niveles enzima 
cos de la ruta de biosintesis de histidina.
Nivel de Desrepresién Enzimatica








Tabla VII.- Independe n d a  entre nivel de desrepresion 
y concentracion de glucosa en el medio.
2. Analisis genético de los mutantes constitutivos
En este punto y teniendo a nuestra disposicién 
toda una gama de mutantes presumiblemente reguladores - 
del operén histidina, se planteé eT estudio de los mis­
mos, cons^iderando la necesidad de establecer la locali- 
zacién cromosémica de las diferentes alteraciones régula 
doras présentes en cada une de elles, El fin perseguido 
era el de determinar desde un punto de vis ta genético el 
numéro y situacién de los genes reguladores de E. coli
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como e tapa fundamental para es tablecer el grade de homo^ 
logfa existente entre S . typhimurium y E . coli.
2.1. Transducei on
La técnica genética que hemos elegido para nue^ 
tro trabajo, ha sido la transduccién por ser proba- 
blemente el mécanisme de transmisiôn de marcadores 
genéticos que requiere procedimientos mas sencillos 
y que con mayor precisién permite la localizacién - 
de marcadores proximos on el cromosoma bacteriano.
El fundamento del método supone la infeccién - 
de cepas d onantes con un bac teriofago adecuado, que 
al producir la lisis bacteriana, puede incorporar - 
en su genoma fragmentes del cromosoma de la bac te - 
ria censtituyéndose en algunos cases en un ^ago do- 
foc tivo, no vii’ulonto.
Estes fagos, portadoi^es de fragmentes del gen£ 
ma bacteriano, pueden infectar nuevas cepas recopLo. 
ras las cuales por recombinacion, podrén incorporar 
a su propio genoma aquellos fragmentes del cromoso­
ma de la bacteria donante con sûficiente homologfa.
Marcadores que estén proximos en el cromosoma, 
puotlou SOI’ as 1 co trausduciüos al sur Lrausppr Lad os 
en la misma partfcula-de fago. Si se pudioran selejc 
cionar los recombinantes que poseyeran ambos marca­
dores, podrxa es timarse la frecuencia d e cotransduocién 
sirviendo a menudo como la mejor estimacion genéti-
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ca de la distancia entre dos marcadores dados.
•' • 2 . 10 1 oc ci ou d o 1 l'a go
Se ha estimado que mas del 90% de los datos ge^  
néticos obtenidos en los ültimos anos para E . coli, 
han sido logrados mediante cruces de transduccién 
con el fago PI (91).
En todos nuestros experimentos hemos usado co­
mo fago mediador, el virus PlKc, mutante obtenido a 
partir del fago temperado PI (59), e incapaz de pro^  
duc ir lisogonizacion en la bacteria infec tada. So 
consiguen as:^  plaças de lisis mas claras y se evi tan 
interferencias en los cruces genéticos.
Este virus es capaz de transducir genes muy di^ 
persos en el genoma, (transduccién generalizada), 
siendo el tamaho màximo del fragment o bacteriano tran^ 
portado àlrededor del 1-2^ del genoma completo de la
bacteria. Los pesos moleculares del genoma del fago
7 9y de la bacteria son 6 x 10 y 2,8 X 10 respectiva
monte (92).
El fago PI y su derivado el PlKc necesi tan la 
presencia de iones Ca^^ para ad s orberse a la pared 
bac teriana y hacer viable la infeccién.
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2.3* Procedimiento experimental
La técnica se realizo como se describe en Mét^ 
d os. La c otransduceion es un suces o que ocurre con 
baja frecuencia ya que aproximadamente solo uno de 
cada 10^ fagos es portador de un fragmente del geno^ 
ma bacteriano. Por ello sera necesario ahadir un -- 
gran exceso de fagos normales, virulentes y no de­
fectives, sobre el cultivo de bacterias recopieras 
para aumentar la probabilidad de que ocurra el fen^ 
mono buscado; sin embargo existe el riesgo do que - 
una vez transcurrido el primer ciclo litico, aumeri­
te la concentracion de fagos virulentes no transduce 
tores en el medio, de tal modo que cas d todas las - 
bhcteiias présentes corran poJlgro de sufrir ini'oc- 
c Jones socuinluri as .
En nuestro trabajo fue facil soslayar este px’o^ 
blema pues aparté de tender a usar bajas multipld- 
cidados de inJ'ecciôn, se dilufa el medio con citra- 
to sédico después do permitir la primera infeccién.
El citrate acompleja al Ca , y élimina la po­
sibilidad de una segunda readsorcién.
2.4. Experi mentos de Cotransduc cién
Comparand o el mapa genético de S. typhimurium 
(93) (Sanders on, 1972) con el de E. coli (91) (Taylor
et al., 1972), se puede observar el elevado grado de
- 84 -
homologia genética existante entre ambas bacterias. 
Tenionüo en cuenta que 1 os cromosornas de S. typhi- 
nnir i nui y . co 1 .1 liau sJdo ilivJ.üldos un 13Ü y 90 mi- 
riutos respectivamente, siendo sus pesos molecularcs 
muy parecidos (2,8-3 • 10^), se puede déterminai’ a
partir de la posici6n ocupada en S. typlimurium, la 
ubicacion équivalente de 1 os genes reguladoies del 
operon histidina en el mapa de E. coll. A continua- 
ciôn exponenios la situacion (en minutes) de les ge­
nes reguladores en el cromos orna de S . t y pli i mur i uni y 
la posicion de 1 os mismos prevista en E . coll.
S . typhimurium E. coli







Api’ovechand o la existencia en 31. coi.i de marc a
dores genéticos adecuados, proxirnos a osas posicio-
nés, se han podido establecer les siguientes cruees 
de transduccion, base de nuestro estudio.
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2.5* Obtericion de lisados y titulacion
NuosLro proposito era utiiizar como cepas do-
nantes en 1os experimentos de cotransduccion, los
mutantes constitutives de niiestra colecciôn. Con -
este fin se obtuvi eron sendos lisados de cada mu t an
te per infeccion c on el fago PlKc. En los cruces de
transduccion se utilizaron siempre lisados obtenidos
a partir de un segundo pase para cada mutante y se
titulaban c on anterioridad a su empleo. Ordinariamen
te los titulos de las suspensiones de fagos oscila - 
8 9ban entre 10 y 10 u.f.p / ml. También se obtuvie - 
ron lisados de los tipos salvajes para ser utiliza- 
d os en experiencias de control.
2.6. Mutantes hisO  
Para estudiar la existencia entre nuestros mu­
tantes de aqu6llos que 1o fueran en el gen operador, 
se selecciono como cepa receptora la hi s-7 50 auxotro» 
fa para histidina por poseer una amplia deleccion - 
que inc]uye el gen operador y algunos estructurales 
del operon histidina.
La bacteria his-750, sera incapaz de crecer en 
un niedio minime con glucosa al 2% y carente de his­
tidina, a menos que en el transcurso de la transduc^ 
cion baya incorporado a su genoma el fragmento que 
le falta, en cuyo caso crecera formando colonias de
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aspecto liso, S6lo si el gen operador transducido 
piocede de un mutante regulador en el operador ,
(Ilj sO) , la morl'ologla do las coloiilas sera l ugosa 
y supondremos positiva la cotransduccion.(Figura 7).
Esta condicion se dio con los mutantes his493» 
liis^97 y 0A112. Los resultados se muestran en la 
Tabla VIII.
Las multiplicidades de infeccion optimas(m.o.i) 
utilizadas en este experimento para los mutantes se^  
Icccionados, fuoron:
C e p a Titulo de1 lisado Multipiicidad
(u. f .- P /  m l ) (m.o.i)
his493 3 X icf 0,1 .
his497 1 X 10^ 0,23
ÜAÜ2 2,3 X 10^ ^ 0,3
A continuaci6n se muestran cruces de transduc- 
ci6n de los mutantes en los que se habia detectado 
cotransduccion del fenotipo rugose, con una nueva 
serie de marcadores, observandose en la Tabla IX 
como ninguno de elles muestra apreciable cotransdu^ 
cion con los nuovos marcadores.
, Para conPirmar quo los rocombinantos aparoci- 
d os con niorfologla rugosa eran realmento mutantes 
reguladores, era necesario determiner el nivel de 
desrepresion de las colonias para comprobar si exi^ 
tla correlacion entre morfologia rugosa y elevados
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fPig.5 Mutantes reguladores 
Morfologfa rugosa en medio mf- 
nimo oon glucosa al 2
Pig.6 Mutantes reguladores
Morfologfa U s a  en medio mf- 
nimo con glucosa al 0,2^. Aa 
pecto habituai de la cepa s al 
vaje de E. coli en medio mf- 
nimo con glucosa al 2% y 0,2^.
. \
63
Fig. 6 Experimento de co-transduccidn
Colonias con morfologfa rugosa y 
lisa en plaças con medio mfnimo y 
glucosa al 2% . ,
■ y
i- •y
nivelos onzimdticos. Para olio so picabau do las - 
plaças do reaccl6n, algunas colonias lisas y rugo- 
sas procédantes de cada mutante y se cultivaban pa 
ra procéder a la estimacion de los niveles de Imi- 
dazolacetolfosfato: L-Glutamico Aminotransferasa - 
comprobandose que todos los recombinantes rugosos 
presentaban niveles muy elevados en relacion con 
los niveles basales de los recombinantes lisos - 
(Tabla X).
Para detectar si los recombinantes mantenian 
las propiedades fenotipicas caractorlsticas de los 
mutantes reguladores y comprobar su estabilidad; se 
tomaron cultives procédantes de colonias lisas y - 
rugosas y se crecieron en medio minime con glucosa 
al 2 y al 0,2^. Los resultados ponen de manifiesto 
la ausencia de revertientes (estabilidad) y la dile^ 
rente ruspuesta fenotlpica ante la variacidn de c on 
cnntrnciotv de glucosa (Tabla Xl),
'Po(^ *os los dates roun.idos pormiton alMinia.r qut> 
se lia logrado transducir con juntamente ol gen h i s O 
con los gones estructurales del oper6n histidina su 
giriendo que los mutantes constitutives his493 , 
his497 y 0A112 poseen un comportamiento anal ego al 
que cabrla esperar de los mutantes hisO.
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Marcador para cotransduccion = his /\(^GDCRHAFI ) 
Posicion en el cromosoma = minuto 38,3 
Cepa receptora = his-730
Tabla Vlll.- Cotransduccion de los caractères 
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Al oxaminar el mapa genético de Ë. coli (91), 
se puede comprobar la existencia en el minuto 73 
del gen ilvE12. Siendo ésa la posicion prevista - 
para el gen tiisR, se ha etLegido ilvE12 como marca- 
dor gonotlco para ,cotransducci6n. Como cepas rocop 
toras disponiamos de AB2070 y AB1482, las cuales 
poseian entre otros reqilerimientos, la auxotrofia 
para isoleucina-valina (ilvË12).
La transducci6n se realizo como se describe on 
Metodos tomando como doriantes nuestros mutantes y - 
seleccionando en las «plaças de reacciôn la prototro 
fia para isoleucina-valina. La aparicion de colonias 
rugosas pondr^ de manifiesto la presencia en las - 
proximidades del gen ilvE12, de un gen regulador del 
opei'6n lij.stldlua dopondieuüo de la frecuoncla d e c o- 
transduccion, medida como el porcentaje de colonias 
con morfologfa rugosa frento ni total do colonias - 
présentes en las plaças.
Los resultados que se ofrecen a conLlnuacion 
se obtiivioron con la cepa receptora AB2070.
Aunque la cepa AB1482 ofrecia caracteristicas 
uoiinalos eu cuauto a crecimleulo y morfologia, uo 
se conslguio ou nluguu caso liacor viable por traus- 
duccion, la expresion del caracter ilvE12 en su al£
1b normal (prototrofia).
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En la Tabla XII puede observarse la expresion 
conjunta de prototrofia para isoleucina, valina y 
iiiOrfologia rugosa on los roc ombinan Los procodoutos 
de his498, OAlll, 0A112 y^0A124. Como control do 
receptor se comprobo previamente que la cepa AB2070 
no crecfa en las plaças de selecci6n, haciéndolo - 
con morfologia lisa, cuando aquellas se suplementa 
ban con isoleucina y valina, tanto en presencia de 
glucosa al 2% como al 0,2^.
Las multiplicidades de infecci6n 6ptimas fue- 
rôn para los mutantes"his498, OAlll, 0A112 y 0A124, 
las siguientes:
C e p a  Titulo del lisado Multiplieidad
(u.f.p / ml) , (m.o.i)
his4?8 1,5 . 10^ 0,1
OAlll 3 . 10^ 0,4
0A112 2,5 . 10^ 0,3
OA124 2 . 10^ 0,25
Se muestran como control adicional varios cru 
ces de transduccion entre las cepas seleccionadas 
como posibles mutantes hisR, y diversas cepas rece^ 
toras con diferentes marcadores; los resulthdos (Ta 
bla XIIl), muestran la, perfecta viabilidad de los 
cruces y la ausencia de colonias con morfologia ru­
gosa, exceptq en el cruce de 0A112 con his-750, lo
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Marcador para cotransducci6n = ilvE12 
Posici6n en el cromosoma = minuto 75 
Cepa receptora = AB2070
































































































cuàl hace pensar que 0A112 sea posiblemente un doble 
mutante.
La determinacion del nivel de desrepresion co­
rrespond i en te a los recombinantes rugosos y lisos proco^ 
dentes de cada mutante, se efectu6 como de costumbre - 
contemplàndose en la Tabla XIV los resultados obtenidos 
Estos sugieren' que efectivamente las colonias - 
rugosas observadas en la transducciôn representan muta - 
clones reguladoras en el operon histidina con la consi - 




los recombi - 






his498 R 15,7 11,2
his498 L 1,2 0,85
OAlll R 13,2 9,43
OAlll L 1,8 1,3
0A112 R 25,6 18,3
0A112 L 1,8 1,3
UTH653 L 1,4 = 1
AB2070 L 1,5 1,07
Tabla XIV.- Cotransduccion hisR-ilvE12. Correlacién entre 
niveles de desrepresion y morfologia.
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Se comprobo la morfologia de los recombinantes 
en medio minimo con glucosa al 2^ y al 0,2^ (Tabla X\^. 
Los recombinantes rugosos mantuvieron su fenotipo 
caractoristico on 2^ con total ausencia do rovortion 
tes, lo cual prueba la estabilidad de la mutaci6n.
Recombinante Morfologia en m. minimo con glucosa 
2 # 0,2 #
his498 R R L
bis498 L L L
OAlll R R L
OAlll L L L
0Â112 R R L
0A112 L L L
0A124 R R L
0A124 L T, Tv
AB2070 L ! L
Tabla XV.- Variaci6n de la morfologia de los recom
binantes con la concentracion de glucosa
2.8. Mutantes hisT
Para averiguar si alguno de nuestros mutantes 
lleva mutado algùn gen regulador equiparable al hisT 
de S. typhimurium, hemos utilizado la técnica de co­
transduccion empleando como cepa receptora a AB352,
-  92  -
la cuàl posee en ^u genotipo el marcador purFI, muy 
proximo a la localizacion prevista para hisT (minu­
te 44).
El procedimiento experimental es en todo simi­
lar a los descritos con anterioridad seleccionando 
ahora en las plaças de reaccion la morfologia rugo^ 
sa de los recombinantes con prototrofia para adeni- 
na y guanina como indice de positividad en el expe­
rimento de cotransduccion.
La cepa receptora se comprobà que no crecia en 
medio minimo en ausencia de purinas; cuando el medio 
se suplementaba con adenina y guanina la bacteria - 
crecia normalmente con morfologia de aspecto liso - 
tanto en altas como en bajas concentraciones de glu 
cosa.
De los resultados expuestos en la Tabla XVI, se 
dériva que con los lisados obtenidos a partir de los 
mutantes OAIOO y OA.I3I so han consoguido aprociablos 
frecuencias de cotransduccion de la morfologia rugo­
sa tipica de los mutantes reguladores y de prototro­
fia para las purinas, lo cual hace suponer en ambos 
mutantes la presencia de una mutacion reguladora en 
posicion anàloga a la gen hisT de S. typhimurium.
A continuaciôn se citan los titulos de los li­
sados y la multiplicidad de infeccion utilizada en 
los experimentos:
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C e p a  Titulo del lisado Multiplicidad de
(u.f.p / ml) infecci6n (m.o.i)
OAIOO 1,1 . 10^ 0,1
0A131 5 . 10^ 0,09
Para confirmar bioquimicamente la presencia en 
tre los recombinantes de aquéllos que bubieran reci^ 
bido por transduccion alguna mutacion reguladora - 
(morfologia rugosa) se determinaron los niveles de 
desrepresion del operon histidina midiendo la activi^ 
dad de Imidazolacetolfosfato aminotransferasa. Los 
resultados de la Tabla XVII ponen de relieve los - 
elevados niveles de desrepresion de las colonias ru 
gosas frente a los niveles basales de los recombinan 
tes de aspecto liso.
Como ya es habituai, se comprob6 la estabilidad 
genàtica do los recombinantes y la peculiaridad fe- 
notipica de los mutantes reguladores, examinando - 
la variacion de morfologia dependiente de la concen 
tracion de glucosa, asi como la ausencia de rever - 
tientes en diferentes cultives derivados de una se­
rie de colonias de recombinantes de los experimen - 
t os de cotransduccion (Tabla XVIIl).
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Marcador para cotransducci6n = purFl 
Püsici6n on ol cromosoma = minut os 75 
Copa rocoptora - AB3 52







los l'ocombl - 







OAIOO R R 18,2 10,7
OAIOO L L 1,9 1,12
OAI3I R R 23,3 14,9
OAI3I L L 1,7 1,0
J C 5 ‘* 5 9 L 1,7 = 1,0
AB352 L 1,8 1,06
Tabla XVII.- Cotransduccion hisT-purFI.Correlacion entre 
niveles de desrepresion y morfologia.
Recombinante Morfologia 
2 %
en medio minimo con glucOsa 
0,2 *
OAIOO R R L
OAIOO L L L
OAI3I R R L
OAI3I L L L
AB332 L L
Tabla XVIII.- Variacion de la morfologia de los re^  





































También se puede contemplar en la Tabla XIX, 
el comportamiento de los mutantes OAIOO yOA131 en 
de cotransduccion con una serie de diferentes mar 
Cad oros ^onétlcos. La Lransducclén fue viable cou 
todos los marcadores no apareciendo en ningun caso 
signos aprecialbes de cotransduccion.
2.9* Mutantes hisW
El gen liisW lia sido siluado en el mapa gené ti­
ed de S. typliimurium modianto tocnicas do conjuga - 
cion (l8). Supuesto que se conserve la analogia en­
tre S. typhimurium y E. coli K12 y comparando ambos 
mapas genéticos (93, 91) se observa la presencia del 
gen nalA, que confiere resistencia a altos niveles 
(4o yu/ml) de écido nalidixico, (9^ ) en el minuto 
4 2, posiülén prevista para liis W en E . coli. Hemos - 
abordado su localizacion mediante la técnica de c^ 
transduccion utilizando como marcador la resistencia 
Mia elevados niveles de écido nalidixico. La naturale- 
za de este marcador obliga a introducir ciertas mo^i 
ficaciones en el procedimiento.
Como etapa inicial era necesario disponer de -
runa cepa de E . coli K12 que fuera nalA.
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a ) Aislamiento de un mutante nalA^
La cepa NR757 (nalA^) se obtuvo, como se ci­
ta on Mo todos, a partir do UTHIO38, solo'ccionaud o 
resistencia espontànea a la droga en très pases 
sucesivos segùn la técnica de SZYBALSKI (70 ), 
en gradientes cuyo limite superior era 50 yu/ml. 
de àcido nalidixico. La cepa NR757 mostraba resi_s 
tencia a 100 yUg/ml. de acido nalidixico, crecien 
do normalmente con un tiompo de generacién de 62 
minutes en medio minimo conteniendo tal concen - 
tracion de antibiotico.
Previamente se habia calculado en la cepa 
UTHIO38, la concentracion minima inhibitoria - 
(c.m.i) del àcido nalidixico mediante el sistema 
de comprobar el crecimiento bacteriano en una s^ 
rie de diluciones de la droga, pudiéndose estable^ 
cor la c.m.i. on 6,25 yug/ml. La concentracion m^ 
nima bactericida no se realizé por tratarso el - 
àcido nalidixico de un agente bacteriostàtico pe— 
ro no bactericida.
b ) Naturaleza cromosor^ica de la mutacién nalA^
Una vez obtenida la cepa NR757 y antes de - 
iniciar los experimentos de cotransduccién, se - 
considéré oportuno mediante cruces de conjugacién 
comprobar la naturaleza no plasmid ica del caracter
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nalA^ . Para ello se trato de estudiar la estabi- 
lidad cromosomica de la mutaci6n y la inviabili- 
dad do su transmision inter e intraespeclfica 
per conjugacion bacteriana.
El procedimiento experimental se explica - 
con detalle en Metodos, utilizandose cepas salva 
jes de Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis 
y Enterobacter licuefaciens con multiples resis- 
tencias (presumiblemente plasmidicas) a diferen- 
tes drogas, entre las que tomamos como caracter 
selector la resistencia a carbenicilina (Cb).
En los resultados expuestos en la Tabla XX, 
se contempla como en una primera serie de cruces, 
la resistencia a carbenicilina ha side transmit!^ 
da al E . coli Nx^ (NR737)j el cual es capaz de - 
crecer on plaças de seleccion conteniendo acido 
nalidixico (50 yUg/ml) y carbenicilina (3 0 ,ug/ml) 
mientras las especies donantes permanecen inhibi- 
das en su ciecimiento per la accion del acido na- 
.1 idixico,
En una segunda I'ase se establecieron cruces 
entre el conjugante anterior (Nx^, Cb^) y otra c^ 
pa de E . coli K12 que era sensible a esos antibi^ 
ticos poro con resistencia croinos6mica a os trop - 
tomicina; las plaças do solocci6n contenxan ahora 
estreptomicina (20 yug/ml) y carbenicilina. El 
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S^,Nx^, Cb^, lo cual domuestra la transmision per 
conjugacion de la resistencia a carbenicilina y - 
la estabilidad de la resistencia al acido nalidi- 
xico, Previamente y como control se habxa demos - 
trado la ausencia de transmision de resistencias 
entre la cépa NR757 (Nx ^, Cb^) y el E . coli S^, 
Nx^, Cb^.
C) Exporimentos de c o transduccion
En los experiment os de transduccion se ha 
usado como donante la cepa NR757 y como recep - 
tores nuestra serie de mutantes constitutives en 
el operon histidina. La cotransduccion se consi­
déré positiva cuando en las plaças que contenian 
modio minime con dcido nalidixico y glucosa al 
2% aparecieron colonias (n a l A ^ ) lisas (h i s W ) ; ale^ 
lo normal siendo los contrôles correctes.
En la técnica experimental fue necesaiio in- 
troducir las siguientes modificaciones aconseja- 
das por los fracases inj.claies y que explicaromos 
a c o n t i n u a c i o n .
El acido nalidixico es un inhibidor de la 
rop7 jioacion del DNA on E . c o l l . l a sensibilidad 
es dominante sobre la resistencia. Por lo tanto, 
en crucos que impliquen la seleccion de r e c o m b i ­
nantes N x ^ , seràn necesarias varias generacionec
de crecimd.ento paia permitir la segregacion de los
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recombinantes Nx .
Los rnejores resultados expérimentales se ob- 
tuvieron dejando los tubos de transduccion en in- 
cubacion durante la noche con medio minimo mas —  
glucosa. A las l4 horas se centrifugaban las celu 
las y se plaqueaban segun el procedimiento habi - 
tuai.
Se establecieron los adecuados contrôles com 
probando la inviabilidad de las cepas receptoras 
en las plaças que contenian 4cido nalidixico, as i 
como sus caractex'isticas morfolégicas en plaças 
con glucosa al 2^ y 0,2^,
Los resultados expuestos en la Tabla XXI mue^ 
tran como tan solo el mutante 0A123 cumpiio las - 
condiciones requeridas. Los mutantes RAlOl y RA103 
fueron desechados para posterior estudio por no - 
cumplir correctamente con los contrôles de morfo- 
logia en los que se apreciaba un significativo por 
centaje de revertlentes.
El titulo del lisado empleado en tocios los - 
cruces de transduccion fue de 3*10^ u.f.p/ml., - 
siendo la multiplicidad optima de infeccion util^ 
zada con el mutante 0A123 de 0,7 (m.o.i).
Los datos morfologicos fueron comprobados - 
midiendo los niveles de desrepresion enzimatica - 
observandose que todos los recombinantes rugosos 
tenian niveles muy elevados (desreprimidas) en r^ 
laciôn con los niveles basales de los recombinan­
tes lisos (Tabla XXII).
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Marcad.or para cotransduccién = nalA 
Posicion en el cromosoma = minute hZ 
Cepa donante = NR757







C e p a







OAI23 R 12, 0 8,5
OAI23 L 1,9 1,3
UTH653 L 1,4 = 1, 0
NR757 L 1,6 1,1
Tabla XXII.- Cotransducci6n hisW-nalA. Correlacion entre 
niveles de desrepresion y morfologla.
Estudiando la variacion de morfologia en medio 
minimo con glucosa al 2% y al 0,2^ de los cultivos proc£ 
dentes de las colonias de los recombinantes se puso de 
relieve la estabilidad de éstos y su peculiar comporta - 
miento, tlpico de los mutantes reguladores del operon hi2 
tidina.
Recombinante Morfologia en medio minimo con glucosa 








Ya hemos visto como el muutante 0A123 no presen, 
taba indicios de ser capaz de cotransduccir otros raarca - 
doros. Ensayado ol cruco con la copa AT722 (pyrE) se ob- 
tuvieron 3^7 colonias de morfologia lisa, con la'cudl que^  
do sentado que el comportamiento genetico del mutante —  
OAI23 es el que cabrla esperar suponiendo que la mutacion 
afectara a un gen regulador del operon histidina analogo 
en su localizacion al gen hisW de S. typhimurium.
Como evidencia adicional que pusiera de manifie^ 
to la capacidad de transduccion conjunta de los genes - 
nalA e hisW, se credo un cultivo a partir de un recombi­
nante de OAI23 con aspecto rugoso, de los aparecidos en - 
los cruces de transduccion anteriores. Este mutante debe- 
ria poseer en su genotipo los caractères nalA e hisW ex - 
presados por su resistencia al acido nalidixico y aspecto 
rugoso respectivamente.
Sg hicioron cruces de transduccion empleando c^ 
mo donante el mutante anterior y como receptores las ce­
pas salvajes UTHIO38 y JC5^59 de E . c o l i . Las plaças de 
seleccion contenlan 50 yUg/ml de acido nalidixico siendo 
el titulo del lisado 2,10^ u.f.p/ml y la m.o.i. de 0,1.
La tecnica desarrollada fue la habituai obser­
vandose a las 48 horas crecimiepto de colonias (nalA) de 
las que un porcentaje apreciable presentaba aspecto rugo^ 
so (hisW ) confirmado por los elevados niveles enzimati- 
cos de aminotransferasa (desrepresion) que estes recombi^ 
nantes exhiben frente a los niveles basales de los recom 
binantes lisos.
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Cuand o se emplearon como donantes en cruces de
control, lisad os proced entes do las cepas UTIi653 Y JC5459
no se obtuvo ningun recombinante en las plaças con acido 
nalidixico.
2.10 Mutantes hisU
Era muy importante para el desarrollo de nues- 
tro trabajo el demostrar en alguno de nuestros mutan 
tes de E . coli, la existencia de un gen regulador en 
situacion equiparable al gen hisU de S . typhimurturn 
(l8), ultimo de los genes reguladores objeto de nue^ 
tro estudio genético.
Intentando aprovehcar las ventajas de sencillez 
y exactitud propios de la transduccion considérâmes 
que la presencia del gen pyrE en el minute 72 del - 
mapa genético de E. coli K12 (9l)podla permitir la
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utilizaci6n de la tecnica, si bien drames conscien­
tes del riesgo que' supônla el que estuviese separa- 
do 1,5 minutes de la posicion supuesta para el hipo^ 
tetico hisU.
Dispensâmes para este cometido de la cepa AT722 
portando en su genotipo el carâcter pyrE. Se reali- 
zaron los expérimentes de cotransduccion siguiendo 
el procedimiento habituai en el que las cepas donan 
tes provendrian de nuestra coleccién de mutantes, ** 
actuando como cepa receptora la mencionada AT722.Se 
trataba do soloccionar las colonias que oxhibioran 
prototrofia para pirimidinas y morfologia rugosa; 
sin embargo tras repetidos ensayos no se obtuvo en 
ningun case esta duâlidad de condiciones aunque la 
transduccion fue excelente en cuanto a la transmisidn 
del caracter pyrE en su alelo normal. (Tabla XXIII).
Se comprobo que tanto los recombinantes lisos 
(diez colonias) como la cepa AT722 tenian niveles en 
zimaticos praoticamente iguales a los basales, para 
las enzimas del operon histidina con lo que se exclura 
en parte la posibilidad de que no se expresara la ca 
racteristica morfologica rugosa en glucosa 2%, en 
la cepa AT722 y sus derivados.
Perseverando en nuestra hipotesis de trabajo - 
decidimos que quizds fuera conveniente disponer de 
una nueva serie de mutantes constitutives en el op2 
ron histidina a fin de aumentar las probabilidades
de encontrar alguno con caracteristicas topologicas
similares a los mutantes hisU de S. typhimurium.
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C e p a






his493 105 < 1
his497 236 < 0,42
his498 412 <0,24
OAIOO 205 < 0,48
OAlll 262 < 0,38
0A112 408 <0,24
0A121 182 < 0,34
0A122 241 <0,41
0A123 347 < 0,28
OA124 203 < 0,3
OAI3I 362 < 0,27
RAIO3 152 < 0,63
RAlOl 86 < 1,16
JC3459 (control) 402 <0,24
Marcador para cotransducci6n = pyrE 
Posicion en el cromosoma = minuto 72 
Cepa receptora = AT722
Tabla XXIII.- Cotransduccion hisU-pyrE. Datos morfologicos 
Los contrôles de morfologia de las cepas do­
nantes fueron correctes excepte en RAlOl y 
RA103.
3. 2- Serie de mutantes constitutives
Para la obtenciôn de esta segunda serie de mu 
tantes elegimos como agente mutagonico la 2-Aminopurina 
por haberse mostrado como el mas eficaz y de manejo sen- 
cillo en la primera serie. Como cepa de partida se esco- 
gio la UTHIO3 8, que solo necesita glucosa para crecer con 
normalidad en medio minimo.
El procedimiento de mutagenesis fue el mismo 
que se cita en Metodos. Pudimos comprobar que el perodo 
de tiempo mas idonoo que se dobla mantener ol cultiva on 
crecimiento después de la adicion del agente mutagenico - 
era de dos horas, pues con tiempos menores no se obtuvie- 
ron mutantes rosistentes al TRA, mientras que con tiempos 
superiores no se observaba una .mejoria significativa y - 
disminuia la aparicion de mutantes a tiempos largos.
El procedimiento para detectar posibles mutan­
tes constitutives en el oper6n histidina, aprovechaba la 
exhibdci6n de resistencia ante 1,2,4-triazol-3“alanina - 
concomitante con el desarrollo de morfologia rugosa en me^  
dio minimo con glucosa al 2^. La metodica fue en todo si­
milar a la utilizada en la primera serie y ya descrita en 
Métodos.
As1 se pudo reunir toda una serie de mutantes 
cuya enumeracion y propiedades morfologicas se recogen en 
la Tabla XXIV.
d
- 1 0 3  -




Glucosa 0,2^ Glucosa 2io + 
histidina ImM
MA204 R L L
MA207 R L R
MA209 R L R
MA212 R L R
MA213 R L R
MA214 R L R
MA213 R L R
MA217 R L R
MA218 R L R
MA219 R L R
MA223 R L R
MA223 R L R
UTHIO38 L L L
(control)
Tabla XXIV. Relacidn de mutantes constitutives. Segunda 
serie.
Caracteristicas morfol6gicas.
Cepa de partida = UTHIO38 
Agonte mutagenico = 2-Aminopurina 
R = morfologia rugosa 
L = morfologia lisa
3.1. Niveles de desrepresion enzimàtica
Al igual que con los mutantes de la primera se^  
rie, era precise comprobar enzimaticamente el grade 
de desrepresion correspondiente a la morfologia ru­
gosa exhibida por los mutantes. En esta ocasion se 
eligio el ensayo de histidinolfosfato fosfatasa, en 
zima codificada por el gen hisB de la ruta de bio - 
sintesis de histidina, por mostrarse en la pràctica 
como un método mas sencillo y reproducible que el de 
aminotransferasa utilizado con anterioridad. Este —  
procedimiento ha side utilizado con excelentes resu_l 
tados por otros autores (24,30,73)* Las condiciones 
del ensayo son las expuestas en Métodos. El nivel de 
desrepresion se expresa como la relacion entre la ac^  
tividad especifica de histidinolfosfato fosfatasa de 
la cepa problema y la de la cepa salvaje. La activi- 
dad especifica de la cepa salvaje fue de 2,3 unidades/ 
miligramo, y los niveles do desroprosion do las copas 
examinadas se expresaron en relacion a este valor - 
(ver Tabla XXV).
Todos los mutantes mostraban esta desrepresion 
en el operon histidina. excepto el MA204 que fue por 
ello desechado para el estudio do la localizacion - 
del gen hisU.
Las condiciones de crecimiento eran normales - 
can tiempos de generacion proximos a 60 minutes, ex 
cepto para los mutantes MA213, MA219, MA223 y MA223 
cMi quo oi'an algo suporiores, no sobrepasando los 83






































































minutes en ningun caso.
3.2. Nivel de desrepresion y concentracion de glucosa
Los resultados de la Tabla XXVI demuestran que 
el nivel de desrepresion de las enzimas del operon 
Histidina es independiente de la concentration de - 
glucosa présente en el ttedio de crècimientô.
C e p a
/  ^ 1
Nivel de desrepresion enzimatica 






MA218 6,1 , 6, k
MA223 16,9 17,0
Tabla XXVI.- Independencia entre nivel de desrepresion 
y concentracion de glucosa en el medio.
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3.3* Analisis genético de los mutantes constitutivos de 
la segunda serie.
Mutantes hisU
Nuestro proposito era estudiar la frecuencia 
de cotransduccion del marcador pyrE con el fnnoti- 
po rugoso, STpgun el procedimiento habituai de tran^ 
duccion; que précisa como etapa previa, la obtenci6n 
y titulacion de lisados en segundo pase con cada mu 
tante utilizando el fago PlKc.
Los oxperimentos de cotransducci6n se realiza- 
ron como se ha descrito anteriormente variando a la 
m.o.i. segun la expériencia nos aconsejaba. La co — 
transduccion se considéré positiva cuando en las 
plaças de seleccion se recogian colonias (pyrE )^ con 
morfologia rugosa (hisU ). Los resultados se contem- 
plaban en la Tabla XXVII.
El titulo del lisado y la multiplicidad de in— 
foccion vitilizadas en los ensayos do los mutantes - 
MA209, MA212 y MA213 fueron:





MA212 0,7 . 10® 0,04
MA213 0,2 . 10® 0,01
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En la Tabla XXVIII se muestra la capacidad de 
estes mutantes para transducer otros marcadores, ob 
servàndose como en ningun caso aparecio cotransduc- 
cl6n del fenotipo rugoso.
Por ello parece que en principle, tan solo los 
mutantes MA209, MA212 y MA213 son capaces de cotran^ 
ducir selectivamente la mutaciôn reguladora del ope- 
r6n histidina con el alelo normal del gen pyrE.
Era precise comprobar que la morfologia rugosa 
exhibida por los recombinantes era efecto de la muta 
cion reguladora conducente a la expresion constituti 
va (desrepresion) de las enzimas del operon histidi­
na. Se realize midiendo los niveles de histidinolfo^ 
fato fosfatasa de los recombinantes en relaci6n con 
los niveles basales de la cepa salvaje UTHIO3 8 . Los 
resultados de la Tabla XXIX muestran la correlaci6n 
existante entre morfologia rugosa y desrepresion del 
operon histidina.
Al comprobar la estabilidad fenotlpicamente de 
los recombinantes, observando, a partir de cultivos 
derivados d e la colonia original, la morfologia en 
medio minimo con glucosa al 2^ y al 0,2^, se pudo - 
ver (Tabla XXIX), que mientras los recombinantes der^ 
vados de MA209 yMA213 mostraban sus propiedades carac^ 
terlsticas con ausencia de revertientes, los dériva - 
dos de MA212 presentaban en glucosa al 2% mezcla de




























































colonias con aspecto rugoso y liso por lo que sola- 
niente los mutantes MA209 y HA213 han sido considéra 
dos andlogos a los mutantes hisU de S. typhimurium 




los recombi - 






MA209 R 28,5 10,2
MA209 L 3,2 1,1
MA212 R 10,2 3,6
MA212 L 2,9 1,0
MA213 R 17,6 6,3
MA213 L 2,8 1,0
UTHIO38 L 2,8 = 1,0
Tabla XXIX.- Cotransduccion hisU-pyrE. Correlacion entre 
niveles de desrepresion y morfologia.
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4. Esturlios sobre o3 contenido "in vivo" de 4cido rJ bo 
nucleico de transferencia, especifico para histidina
Los primer os estudios on que so puso de matii-
hd sfiesto la iniportancia del tRNA " como elemento activo
en la regulacion de la biaslntesis de histidina fueron
realizados por SCHLESINGER y MAGASAl'fIK 515) en 1964, mos
trando como al impedir la formaci6n de la raolecula do --
iids —tRNA^^^ en E . coli se provocaba Ja desrepresi6n de
la celula afectada. Los intensos trabajos realizados -
desde eutonces en S . typhimurium confirmaron el papel
Kisregulador dtil His-tRNA al quedar demos trado quo a ex
cepcion del gen hisO, el rosto de los genes reguladores 
conocidos estaban involucrados do un modo u otro on la 
aminoacilacion del tRNA^^^ (33,34): ademàs so pudo ave— 
riguai’ quH la cantidad de His-tRNA^^^ vivo guard a
ba una estrecha relacion con el nivel de desrepresion
del operpn (30).
Siendo nuostro objotivo comprobar el grade do
homologia entre E . coli y S. typhimm^iuin on cunnbo a -
las caractex’Isticas do su esquema de regulacion on la -
bios.Ltibesis de histidina, deciciiinos estudiar en uuos txa
coleccion do mutantes reguladores, la posibilidad de que
la deficiencia reguladora prodnjera alguti tipo de efecto
Rissobre la cantidad de tRNA libre y ami noac.i lad o, y po- 
der establecer la somejanza o disparidad con lo observa- 
d o en S . t yph i mur i uni.
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His4.1. Evaluacion del contenido tRNA libre y cargado
"in vivo"
So ha adoptado ol procodimionto experimental 
desarrollado por FOLK y BERG (95) y modificado por 
LEWIS y AMES (30), segun se expone en Métodos, con 
las adaptaciones que aconsejaba la experiencia del 
laboratorio.
A partir del material extraido tras la precipi^ 
tacién etanélica, se obtenia un extracto que se di- 
vidxa en dos porciones iguales. El tRNA cargado se 
determine como la fraccion de tRNA que era resisten 
te a la oxidacion con peryodato a 37- C ., en una de 
las porciones, mientras que el tRNA total se déter­
miné como la cantidad de tRNA que se obtenfa tras - 
ei tratamiento con Tampon sin peryodato en la otra 
porcion.
Una vez eliminado el peryodato reman-ente, se 
desacilaba el tRNA contenido en ambas porciones y 
se media su capacidad de carga con histidina radiac- 
tiva y sintetasa semipurificada.
Un extremo importante del procedimiento, es la 
la necesidad de deterner muy ràpidamente el crecimieri 
to del cultivo bacteriano para poder medir con exac - 
titud la fraccion de cualquier tRNA que esté cargado 
"in vivo". Las diferencias en el método empleado pa­
ra detener el crecimiento han permitido explicar las 
discrepancias entre los resultados de LEWIS et al.
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(30), y los obtenidos en '^studios anteriores por - 
BRENNER et al. (26) para S . typhimurium. Nuestro si^
tema de acidificaoi6n y enfriamiento rapides nos ha 
permitido la obtencién do unos rosultados acordos - 
con la fisiologla prevista de nuestros mutantes.
En nuestro trabajo y antes de procéder a dete—  
ner el crecimiento bacteriano se tomaba en todos los 
casos una porcién del cultivo, para comprobar la au 
sencia de revertientes o contaminaciones.
El LRNA couLenido en los extractos obtenidos se 
ensayo, midiendo su capacidad de carga segiin se ha - 
descrito anteriormente (Pdg.59 ) por incorporacion - 
del aminoacido marcado utilizando habitualmente — - 
0,1 ml. de sintetasa y 0,25 ml. de extracto proble - 
ma con una absorbancia en 260 nm de 1,5 a 3,0 unida­
des. Todos los ensayos se hicieron por duplicado de- 
tectandose la actividad de las mues tras en un conta- 
dor de centelleo liquide Packard 2425 con un 89 ^ de 
eficiencia. Los resultados se dan en pmoles de tRNA 
por unidad de absorbancia a 260 nm (pmoles/A^^g).
El procedimiento experimental en conjunto cons- 
tituye un proceso largo y tedioso, expuesto con sus 
diversas etapas a incidir en contra de la reproduci^ 
bilidad de los resultados; por esta razon cada valor 
final se ha obtehido como la media de por lo menos - 
tres determinaciones, siendo seis las efectuadas con 
la cepa salvaje de referenda (UTH653)»
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4.2. Resultados
En la Tabla XXX se expone la relacién de cepas
Hisostudiadas con ol rospoctivo porcontajo do IRNA 
total y aminoacilado. Todos los valores en E. coli 
estàn normalizados respecto al valor medio del tipo 
salvaje UTH653 (definido como 100^). La cepa LT-2 - 
de S . typhimurium se estudio como control de modo - 
independiente.
Realizada la experiencia con la cepa salvaje
UTH653 so obtuvo un valor promodio de tRNA^^^ total
équivalente a 8,0 pmoles/A^^Q del que un 64,3^ esta
aminoacilado en la forma His-tRNA^^^. Los valores
obtenidos con las cepas salvajes de E. coli, UTHIO38
y JC5459 concuerdan con el citado para UTH653»
HisLa cantidad absoluta de tRNA en E. coli es
superior a la encontrada para S. typhimurium, que -
résulté ser de 2,2 p m o l e s , valor proximo al ob
tenido por LEWIS et al. (30) para la misma bacteria
: i
y que fue de 1,6 pmoles/A^^^ .
Por el contrario nuestro porcentaje de tRj>îA - 
aminoacilado "in vivo" fue de 64,5^ para E . coli , 
que es inferior al 77/^  obtenido para la cepa LT-2 
de S. typhimurium por los meticlonados autores y que 
































































































4.3* E^ecto de la adicion de histidina al medio de creci 
mlotit o
AJ aTiaciir liisl:idina al medio do creciniionto no
1
se observa una reduccl6n de les nivales enzimàticos, 
confirmando el hecho ya conocido (l6,33) y observado 
por nosotros en expérimentes anteriores (Tablas VI, 
XXV) de que en condiciones normales, el operon his­
tidina se encuentra reprimido permitiendo el creci- 
miento normal de la célula gracias al mantenimiento 
dë unos nivelas basalos suf^ientes .
Por otro lado, la adicion de histidina paroce 
aümontar tan solo ligeramento el porcentaje de 
tRNA^^^^ aminoacilado, tanto en E . coli corao en - 
S» typhimiirium, aunque los resultados prosentados 
eh la Tabla XXX y figura 8 no sean significatives.
4.4. Porcentaje de His-tRNA^^^ en los mutantes regulado- 
rês mapeados por cotransducci6n
En ]os mutantes his495 e his497 que podriamos 
définir como mutantes hisO, atendiendo a los datos 
de los experimentos de cotransduccion, se han obte- 
n.ldo nivelas de tRNA^^^ total y caxgado, pi’actica - 
mente iguaies a los correspondientes al tipo salva- 
jë. El mutante CAl 12 présenta un nivel de desrepre- 
sion niny elevado caractei’is tico de las muta c i ones - 
en el gen ope rad or sin embargo exhibe una considéra
- 1 1 3  -
ble reduccién en la cantidad de total, con
sistente con la posibilidad sugerida previamente 
(Pag. 91 ) de que se trata de un doble mutante hi.sO,
hisR.
Anàlogamente, se ha detectado d i sminuci 6n en 
Hd sel contenido de tRlJA total en los mutantes his498,
0A124 considerados como probables mutantes hisR. La
Hiscantidad total de tRNA oscil6 entre el 36,3 y -
el 47,6^ del valor correspondiente al tipo salvaje.
ITi sTambiéu se han estimado valores de tRNA total
inferiores a los del tipo salvaje, en los mutantes -
hisW (OA124) y hisU (MA209 y MA213).
El mutante OAIOO (hisT) résulté poseer cifras
pr6ximas a las de la cepa salvaje tanto en contenido 
Hisde tRNA total como en el porcentaje de la forma - 
aminoacilada. Sin embargo resultaron infructuosos to^  
dos los esfuerzos realizados en el estudio del mutan 
te OAI3I, no logrdndose en ningiln caso valores colle- 
rentes, mostrando este comportamiento anomalo en re~ 
petidos y cuidadosos ensayos en las mismas condicio­
nes, habituai mente utiiizadas con el. resto de los mu 
tantes.
Hemos incluido en nuestro estudio el mutante - 
MH140 (’hiss) cedido por el DR. MARTIN DEL RIO.
Este mutante posee una hi stidil-tRNA sintetasa 
alterada, con un notable incremento en el valor de 
la para histidina que se traduce en niveles bajos
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de la actividad ospecffica de la enzima.
Hi sLa cantidad total de tRJMA dotée tada por no­
sotros Lue normal y similar a la del tipo salvaje, 
sin embargo ol ni vol do tRNA^^^ aminoacilado rosui_ 
to ser muy inferior al normal, lo cuàl es pefecta- 
mente coherente con la deficiencia enzimàtica supucts_ 
ta para este mutante.
También se ban estudiado los mutantes de ambas 
series que no fueron identificados previamente me - 
diante cruces de transduccion; los resultados no -
muestran discrepancies notables en cuanto ai porcen
T-H s Hi s
taje de tRNA cargado o la cantidad total de tRNA
respecte al resto de los mutantes. En todos los casos 
se detecto uno de los dos valores disminurdo respec­
te al del tipo salvaje permaneciendo el otro normal, 
mi entras que en ninguno se aprecio disminuciôn con - 
Junta de ambos.
Es de destacar el hecho de que fueron precisa- 
mente algunos de los mutantes con menor contenido - 
His-tRNA^^^ (Figura 8), los que exhibian tiempos de 
generacion superior a los normales, posiblemente d^ 
bido al efecto causado en el ritmo de biosintesis - 
de proteinas.
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4.5* C.orrelaci6n entre la cantidad de tRNA^^^ cargado y 
la represion del operon histidina
Comparando el nivel de d e s r e p r e s i6n enzimàtica 
Hiscon la cantidad de tRNA aminoacilado correspondiente a 
cada mutante, se puede represe^tar una distribuciàn de - 
puntos en la que se observa para la mayorfa de los casos 
un manifiesto grado de correlacion o dependencia entre am 
bos paramètres.
El nivel de desrepresiàn enzimàtica se estimo 
para todos los mutantes estudiados midiendo la actividad 
especrfica de la enzima codificada por el gen hisB del - 
operon histidina (Histidinolfosfato fosfatasa), y refirien 
do en cada caso el valor obtenido, frente al promedio de 
la cepa salvaje UTH633 de E.coli y que fuà de 2,3 unida- 
des/miligramo de proteina.
Para expresar la cantidad de His-tRNA^^^ propia
de cada mutante en unidades de tRNA^^^ c a r g a d o , se calcu
16 el producto del porcentaje de tRNA^^^^ cargado por la
Hiscantidad total de tRNA en cada caso, y todos los valo^ 
res se normalizaron respecte al promedio del tipo salva­
je U T H633 que se definiô como 100 unidades.
La aparente discrepancia mostrada por algunos 
mutantes en la Figura 8, se puede explicar atendiendo a 
las pecùliaridades de las caracteristicas fisiologicas 















































































En la Figura 8 se han incluido a efectos compa |
?'rativos, los datos de la cepa salvaje de S . typhimu j
1*1 um L'l'-2 Loinando como rei'ornncia las lüü unidades |
I
asignadas a la cepa salvaje de E. coli. i
!
I
5. Purificaci6n de Hjstidil-tRNA sintetasa de E. coli K12 1
i
La histidil-tRNA sintetasa ha sido purificada |
i
hasta homogeneidad de acuerdo con criterion tipicos de - |
i
pureza tanto en S . t y ph. i mui* i um (93) como en E. coli (91), |
mediante tecnicas convencionales en très pasos por dife- |
!'rentes columnas relativamente eomplicado y de larga du -
racion. !
[
Ante la necesidad de utilizar la mencionada en [
zima en huestros expérimentes, considérâmes las ventajas 1
que podrla aportar un procedimiento ràpido y selective - |
■ !'ciial sorïa la croma LograTla do alinidad. Esta técnica ha i
sido aplicada con éxito a otras aminoacilrtRNA sintetasa |
(78, 79) y a la propia histidil-tRNA sintetasa (77), ra- S
z6n por la cuàl hemos adoptado el método experimental ya ;
i :
descrito, con algunas modificaciones que la experiencia 
nos aconsejo. î
Al igual que en el procedimiento original, el
ligando especifico utilizado fue la histidina como sustra 1
te dé la enzima ya que segun CUATRECASAS (96), la técnica ;
es util a partir de constantes de afinidad menores o igua 
les a 10 M, siendo este el caso entre la histidina y - 
la sintetasa (36).
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Dado que la finalidad inmediata de nuestro - 
trabajo era la mera obtencion de extractos enzimaticos 
purificados con una buena actividad de histidil-tRNA 
sintetasa, suficiente para llevar a cabo los ensayos 
de aminoacilacién, no intentamos optimizar las condicio^ 
nés del procedimiento cuàl si de una purificacion con - 
fines analiticos se tratara.
No obstante, se considéré de interés introdu- 
cir como fase previa'a la cromatografla de afinidad pr^ 
piamente dicha, una etapa de purificacién por tratamion 
to con sulfato aménico, a fin de eliminar por precipi - 
tacién la enzima ATP-fosforribosiltransferasa, ya que - 
al ser la histidina un inhibidor de la misma, ésta po - 
dria quedar retenida o retardada en su desplazamiento a 
través de la columna dando lugar a la contaminacién de 
los extractos de histidil-tRNA sintetasa y ser causa de 
posibles interferencias en ulteriores expérimentes,
Como cepa de partida se utilizé habitualmonto 
la cepa salvaje UT11633 de E. coli, aplicàndose la meté- 
dica expuesta en Màtodos midiéndose tras cada etapa la 
actividad de histidil-tRNA sintetasa y ATP-fosforribo - 
siltransferasa de los extractos.
La primera precipitacién con sulfato aménico 
tonla por objoto soparar la enzima ATP-fosforribosiltrans 
ferasa.
El resus pend id o procedente de la segiirida preci^ 
pitacién se aplicaba a la columna y cuando la absorcién 
éptima alcanzaba el nivel basai se cambiaba el tampén de
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eluclon, dotectàndosei jpor ol auraonto do absorcién optica 
y de actividad enzimàtica la presencia de la enzima elui 
da en las fracciones recogidas*
Por este procedimiento se han conseguido acti- 
vidades entre cien y doscientas veces superiores al ex - 
tracto Cl ad o. El perfil de elucion y de actividad enzima 
tica puede verse en la Figura 9 donde la actividad del 
extracto crudo fue de 8 cpm/minuto x yug y la de la frac^  
cién eluida con maxima actividad fue de l4^0 cpin/minato 
X y U g .
Las fracciones con elevada actividad se mezcla 
ban en viales a los que se ahadla glicerina para una con 
centracion del 30/o y se mantenla a -209C hasta su uti - 
lizacién. Este procedimiento de conservacién dà excelen- 
tes resultados pues ya es çonocido el poder de estabili- 
zaciou que la glicerina ejerce sobre las aminoacj1-tRNA 
sintetasas (36,77). Nuestra experiencia nos ha permitido 
oT)seVar como en algunos extractos, la actividad enzimà­
tica se conservaba practicamonto inalterable, al cabo - 
de sois me ses de almacenamiento en esas condicones, y 
màntonla el 30^ de /la actividad tras un période de once 
moses eu las mismas circunstancias.
El grad o de puroza do los extractos enzimàti- 
cos se comprobo mediante la técnica de electroforesis 
eu gel de poliacrilamida en presencia de dodscil sulfa­
to sodicü, segun el método de WEBER y OSBORN (S?). La pre^  
sencia de una sola banda electroforética ha sido el cri- 
lerio considorado normalmente para la misma onzima por 
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6. Expérimentes de interaccx6n "in vitro"
HisLa molécula de Ilis-tRNA , parece ocupar se- 
gùn todos los datos disponibles, un importante lugar en 
el esquema de regulaoi6n de la expresiôn del oper6n bi^ 
tidina siendo necesario considerar su intervenci6n como 
elemento activo en cualquiera que sea el mécanisme real 
de control.
Sin embargo, los estudios realizados en S . ty-» 
phimurium se han mostrado insuficien temente precises y 
en ocasiones contradictories (33)• Aunque no se ha eli- 
minado la posibilidad de que el His-tRNA^^® actiie en so^  
litarid como olomonto rogulador, so ha tratado do corn — 
probar el papel de la ATP-fosforribosiltransferasa y de 
la histidil-tRNA sintetasa como probables elementos re- 
guladores, siendo dificil en ambos cases, discernir los 
efectos primaries de los meramente secundarios sobre el 
mécanisme de regulaciôn en raz6n de la propia actividad 
catalitica de cada enzima.
Existen observaciones que muestran una posiblo 
interaccion del Jlis —tRNA^^^^ con el primer enzima de la 
ruta como componentes de un mécanisme por represidn — 
(103,117,47), también se ha demostrado que la adicién - 
del primer enzima, es capaz de inhibir la transcripcién 
en sistemas "in vitro" (46), sin embargo otros datos su 
gieren la necesidad de un efecto de tipo positive para 
el control de la transcripcién y muestran que ésta no 
se ve afectada por la adicion del primer enzima (30).
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Asimismo, existen indicios de que la histidil- 
tRNA Sintetasa pudiera ejercer una accién de estimula -- 
ci6n de la expfesién genética como agente de control po­
sitive (49) .
Se ha considerado necesario en nuestro trabajo,
realizar una serie de expérimentes aclaratorios que de-
terminan el signe de la interaccion prevista para el - 
HisHis-tRNA con la enzima ATP-fosforribosiltransferasa 
en E . coli K12, asi como las posibles interrelaciones - 
entre los elementos intégrantes del supuesto mécanisme 
de control. Para elle, se disenaron una serie de exper^ 
mentes de interaccién que exponemos a continuacién como 
complemento del présente trabajo.
6.1. Efecto del tRNA^^^ aminoacilado con Histidina, so- 
bre la ATP-fosforribosiltransferasa
HisSe dispuso de una disolucién de His-tRNA , 
que fue obtenida a partir de tRNA comercial de - 
E. coli (4,6 mg/ml) aminoacilàndolo segun el méto­
do de MUENCH y BERG (?6) con aminoacil-tRNA sinte­
tasa obtenida previamente por cromatografla de - 
afinidad y aislado segùn se cita en Métodos (Pdg.
La concentracién final fue de 367,6 pmoles/ml de 
llis-tJ^NA^^® •
También se disponla de una preparacién de ATP- 
fosforribosiltransferasa (l,3 mg/ml) con una activ^ 
dad de 4,1 unidades/miligramo.
- 1 2 3  -
El experimento suponla mezclar 0,030 ml. de -
j I jL g
enzima con cantidades crecientes de His-tRNA , 
y tras una incubacién de 10 minutes a 3 7 - C ., se — 
media la actividad enzimàtica segun el procedimien 
te ya descrito, (Pàg.37).
Se pudo detectar una disminuacién de la acti­
vidad enzimàtica, cuya dependencia con la cantidad 
Hisde His-tRNA anadida, puede observarse en la Fi­
gura 10, en donde se han representado porcentajes
de actividad enzimàtica frente la concentracién de
Hisla disolucién de His-tRNA présente en cada ensa
yo, en la cubeta de reaccién.
La forma de la curva sugiere un efecto inhiba^
torio debido a la interaccién del primer enzima con 
Hisel His-tRNA . La posibilidad de una contaminacién 
de la preparacién enzimàtica con histidil-tRNA sin­
tetasa se éliminé al comprobar la falta de activi - 
dad de sintetasa en ensayos realizados con allcuo — 
tas de la preparacién enzimàtica.
Para comprobar la especificidad de la interac-
ci6n se realizé un experimento paralelo en las mis-
Hismas condicones, pero anadiendo ahora tRNA libre 
de procedencia comercial. Los resultados de la Ta­
bla XNXII y de la Figura 10 muestran la ausencia de 
interaccién significative detectable por variacién 
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De la Figura 10 puede obtenerse el valor de
Hisla concentraci6n de His-tRNA que provoca un -
^0% de disminuci6n de la actividad enzimàtica, -
—  8
Siendo igual a: K| = 3»07 . 10~ M, Este valor p£
ne de manifiesto la gran afinidad de la ATP-fosfo
His
rribosiltransferasa por el His-tRNA y esta en 
consonancia con el valor obtenido por KOVACH et.al 
(42) para S. typhimurium, empleando técnicas de t± 
jacion del complejo formado, a filtres de nitroce- 
lulosa y en donde se estimaba una constante de af





















Tabla XXXI.- Influencia del His-tRNA sobre la 
















60 3,59 88, k
80 3,13 87,1
i6o 2,43 77,8
Tabla XXXII.- Influencia ^el tRNA^^^ sobre la ac­
tividad de ATP-fosforribosiltransf£ 
rasa.
La inhibicion de la actividad enzimàtica de 
la ATP-fosforribosiltransferasa no sigue una ciné 
tica tipo MICHAELIS-MENTEN como demuestra claramente 
la representacion de inversos (Fig. Il), lo cuàl 
esta de acuerdo asimismo, con el habite sigmoideo 
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Para calcular la constante de equilibrio glo­
bal del sisteraa, se hizo una representacion de HILL 
a partir de los datos de la curva de inhibicion, **
segun se muestra en la Figura 12, A partir de ella
—8se obtiene un valor de = 3,05 x 10 M que està 
de acuerdo con los resultados citados previamente. 
Por otra parte, el elevado valor de la pendiente 
(3,8), indica una alta cooperatividad en el proceso 
de inhibicion.
6,2, Efecto de la reaccidn de aminoacilacion del tRNA^^^ 
con histidil-tRNA sintetasa, a diferentes tiempos 
de reaccion sobre la actividad de ATP-fosforribosil 
transferasa
HisSi el His-tRNA ejerce alguna influencia so­
bre la actividad de la enzima ATP-fosforribosiltran^ 
ferasa, séria logico pensar que a medida que aquél 
se va formando con el tiempo como producto de la —  
reacciôn de aminoacilacion, pudiera observarse una 
determinada variaci6n en la actividad del primer en 
zima.
Para detectar este posible efecto se desenca- 
denaba la reacci6n de ATP-fosforribosiltransferasa 
con 0,1 ml. de una preparacion del primer enzima - 
(l,3 mg/ml, actividad = 2,l4 unidades/miligramo) y 
a los 10 minutos de iniciada la reaccion, se ahadia 
a la cubeta, 0,1 ml. de una mezcla de reaccion de
- 127 -
aminoacilacl6n que llevaba a su vez diferentes - 
tiempos de reaccion.
La reaccion de aminoacilacion se efectuaba s^ 
giin el método de MUENCH y BERG (76) ya descrito, 
con los siguientes componentes; 0,050 ml. de tRNA 
de E. coli (4,6 mg/ml), 0,025 ml. de histidina 
151 yuM sin marcar, 0,1 ml. de la llamada mezcla 
sintetasa y 0,025 ml, de histidil-tRNA sintetasa 
(1,5 mg/ml) previamente purificada por cromatogra 
fia de afinidad; incubéndose el conjunto a 37- C . 
durante diferentes tiempos, al cabo de los cuàles 
se tomaba una alicuota de 0,1 ml. y se agregaba a 
la cubeta de reaccion de ATP-tfosforribosiltransfe^ 
rasa.
Lq S resultados muestran como al anadir la - 
mezcla de reaccion de aminoacilacion se produce un 
aumento de la actavidad del primer enzima; sin em­
bargo, este aumento decrece al ahadir las alicuo - 
tas obtenidas a tiempos de reaccion sucesivamente 
superiores; siendo el descenso graduai hasta las 
fracciones obtenidas a los 15-18 minutos de reac - 
cion (ver Figura 13).
El notable aumento de la actividad enzimatica 
observado en el periodo inicial puede interpretar- 
30 suponiendo que alguno o algunos de los componen 
tes de la reaccién de aminoacilacion (excluyendo 
el tRNA^^^) interaccionen con el primer enzima prjo 
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mismo. Este efecto fue objeto de posterior estudio 
como ser verà mas adelante.
La disminucion gradual de la activacion pro-
ducida en el primer enzima, permitiria sugerir que
Hisla formacion de nuevas moleculas de His-tRNA , 
dependiente del tiempo, ejerceria un efecto pro - 
gresivo de inhibicion que tenderia a estabilizar- 
se con las fracciones correspondientes a 15-18 mi­
nutos.
Esta hipotesis adquiere mayor consistencia si 
se tiene eh cuenta que experimentalmente se ha de- 
terminado como idoneo para la reaccién de aminoaci^ 
Tacion un période de incubacion a 37-C. de 15 minu 
tes, ya que tiempos superiores, no parecen impli - 
car un progreso de la reaccion de aminoacilacién 
(aparicién de His-tRNA^^^) en las condiciones en - 
que ésta se ensaya* ’  ^ '
A la vista de los resultados obtenidos, cabria 
pensar que el primer enzima de la ruta exhibe en su 
interaccion con tRNA^^®, al menos una cierta prefe- 
rencia por la forma acilada en detrimento de la for 
ma libre, lo cuàl vendria en apoyo de los datos ob­






















































tes de la reaccion de Ui saminoacilacion del tRNA
sobre la actividad de ATP-fosforribosiltransferasa
Ya hab£amos podido comprobar como los componen 
tes de la reacciôn de aminoacilacion de algun modo 
provocaban globalmente un aumento de la actividad 
de la ATP-fosforribosiltransferas.
Nos propusimos investigar cuàl séria el efecto 
ejercido individualmente por cada uno de los compo­
nentes; para ello, se anadieron estes, por separa- 
do, a una preparaciàn de primer enzima en la misma 
cantidad y concentraciàn que en la reaccion de am^ 
noacilacion; se incubaba la mezcla 10 minutos a - 
37®C., y se media la actividad de ATP-fosforribosil 
transferasa, siguiendo el aumento de absorbancia a 
290 nm, debido a la formacion del producto PR-ATP. 
Como referenda se media la actividad de 0,050 ml. 
de la misma preparacion de primer enzima preincuba- 
z da 10 minutos a 37-G.
6,3 .a) Efecto ejercido por la histidina
Realizado el ensayo de ATP-fosforribosiltran^ 
ferasa con 0,025 ml. de histidina I5I yuM, en las 
condiciones expuestas anteriormente, se ha detec­
tado una inhibiciàn de un 15^ como promedio, (con 
la consiguiente disminuciàn de la pendiente de la
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recta que mide la aparicion de PR-ATP).
Este efecto era esperado, dado que, como sabe- 
m o s , el primer enzima de la ruta metab6lica es inbi^ 
bido en su actividad por la histidina, como produc­
to final de la misma,
Realizado el ensayo con una serie de concentra 
ciones crecientes de histidina, hemos podido calcu­
lar que la concentracion de histidina que inhibe un 
50^ de la actividad del primer enzima es de 0,7.10 
Este valor esta proximo al obtenido per A.R, TEBAR - 
para E . coli (85) y es también muy parecido al cal - 
culado por BELL et a l . (97) en S. typhimurium.
6.3»B) Efectp ejercido por los componentes de la mezcla 
de reacion de sintetasa ("mezcla sintetasa")
Efectuado el experimento de interaccion en 
las condiciones habituales, con la adicién de 
0,1 ml. de la "mezcla sintetasa" se détecté un 
apreciable aumento de la actividad de ATP-fosf^ 
rribosiltransferasa, que como promedio de los - 
ensayos realizados suponla el k O %  de la activi­
dad enzimàtica inicial (Fig.15). Recordamos que 
la "mezcla sintetasa" està integrada por cacodi- 
lato sodico, albumina de suero bovina, glutation 
reducido, ATP, cloruro magnésico y cloruro potà- 
sico. Estos très ultimes componentes forman par­
te de los ingredientes cuya presencia es necesa- 
ria para efectuar el ensayo de ATP-fosforribosil^
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transfei’asa y es l6gico ponsar que do alguna raane- 
ra pudieran afectar a la actividad eazimàtica.
6 .3 .C) Efecto ejercido por el tRNA
Al realizar el ensayo de ATP-fosforribosiltrans 
ferasa en presencia dé 0,050 ml. de tRNA de E. coli 
(4,6 mg/ml), pudimos observer sistematicamente - 
una inhibicién de la actividad que corne promedio 
disminula en un 20^ (Fig, I6 ). Este resultado es­
té en consonancia con el efecto de inhibicién —
para concentraciones del mismo orden, detectado
Hisal estudiar el efecto del tRNA sobre la acti­
vidad de ATP~fosforribosiltransferasa (Pég. 123) .
6 .3 ,0 ) Efecto e.lercido por la bistidil-tRNA sintetasa
Cuando iras la incubacién a 3750., se compa­
ré la actividad de dos extractos de A T P - f osforri- 
bosiltransforasa a les que se habla anadido 0 ,025fflL 
de tampon y de extracto purificado de histidil—  
tRNA sintetasa respectivamente, se pudo detectar 
en éste laltimo, un aumento de un 36^ sobre la ac­
tividad del primero. Esta observacién noa indujo 
a rope tir el expérimente con diferentes cantida- 
des y extractos de bistidil-tRNA sintetasa de ac_ 
tividad diversa observéndose en Codes les casos 
un incremento de la actividad del primer anzima
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de la ruta que oscilo desde 10^ basta un 75^ - 
sobre la actividad del extracto control. En - 
cuanto a la reproducibilidad de las détermina 
ciones, cuando se ensayaron actividades igua 
precedences del mismo extracto, se encontraron 
variaciones del 15^ como méximo.
El experimento se realizé, como ya es ha­
bituai, investigando el aumento de actividad - 
enzimética en ausencia y en presencia del agen 
te estudiado tras una incubacion de diez minu­
tes a 375 G. (Fig. 17).
Tambien se efectuo el experimento estudian 
do la variacién de la actividad de ATP-fosforri 
bos^ltransferasa a partir de un memento determ^ 
nado en que se le adicionaba el extracto prein- 
cubado a 3750., de bistidil-tRNA sintetasa, co­
mo se muestra en la Figura 20.
Con ambos procedimientos se consiguieron 
resultados similares en cuanto a la activàcién 
del primer enzima. Sin embargo, analizando los 
dates recogidos no se encontré ninguna relacipn 
aparente entre la activacion exbibida y la can- 
tidad o actividad de bistidil-tRNA sintetasa ana 
dlda. Por ollo no es posible decir més que pare- 
ce existir un efecto de activacion ejercido por 
la bistidil-tRNA sintetasa sobre la ATP-fosforr^ 
bosiltransferasa "in vitio" en las condiciones 
en que se realizo el experimento.
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Dado que esta afirmacion puede traer consigo 
consideraclones de importancia, nos propuslmos haçer - 
una serie de expérimentes de control que sirvieran para 
poner de manifiesto la especificidad del efbcto observa 
dor.
Al extracto de ATP-fosforribosiltransferasa se le anadia:
a) 0,025 m l . y 0,050 ml. alternativamente de extractos 
contenido bistidil-tRNA sintetasa de baja actividad, 
desnaturalizada por el caler. No se observaron va - 
rlaciones apreciables en la actividad enzimàtica y 
cuando las bubo no fueron superiores al 7^ respecto 
del control. El experimento se realizé mldiendo la 
variacién de la actividad con incubacién previa de
", los extractos '(Fig. 19) o a partir de un momento - 
dado (Fig. 2 l ) .
b) Se anadian 0,025 é 0,050 ml. de sen das disoluciones 
4 de albümina de suero bovina y de mezcla de esta pr£ 
tefna y aldolasa con una cpncentracién aproximada - 
. mente igual a la présente en los extractos de sinfe 
' tasa y tras realizar el ensayo de las dos formas men 
cionadas (Figuras 18 y 22 ), no se deteotaron varia­
ciones significatives en la actividad de ATP-fosforrl 
bosiltransferasa.
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Todo ello parece indicar que el efecto obser 
vado de activacion de la primer enzima de la ruta en 
presencia de histidil-tRNA sintetasa, es ejercido de 
modo especifice por las formas activas de esta enzima.
6.4. Efecto ejercido por la ATP-fosforribosiltransfera 
sa sobre la actividad de histidil-tRNA sintetasa
La posibilidad de una interaccion entre ambas 
enzimas, que tuviera como consecuencia la activa­
cion de una de ellas nos indujo a realizar una se­
rie de ensayos para estudiar si la supuesta inte - 
raccion pudiera tener algun efecto reciproco sobre 
la otra enzima y ver su significado.
para la realizaciôn de estes ensayos se han 
utilizado de una parte extractos de histidil-tRNA 
sintetasa y de otra, extractos con;
a) ATP-fosforribosiltransferasa desnaturalizada.
b) " " normal (60 unid/mg proteina)
c) " ’• cataliticamente inactiva.
Este extracto procédé de la cepa hisG7Q de S . typhi 
murium LT-2, la cuél posee una mutacién en sentido 
false (missense) en el gen hisG (85).
d) Ausencia total de la enzima ATP-fosforribosil­
transferasa. Este extracto precede de la cepa 
his75Q de E. coli K12 que posee una importante
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deleccién cromosémica en la region del operén 
histidina, his A  (GDCBHAFI).
Los ensayos se realizaron midiendo segun 
el método acostumbrado la actividad de histidil- 
tRNA sintetasa. Al mismo tiempo que se desenca- 
denaba la reaccién y tras la incubacion de la 
enzima (2-3 minutes a 37^0), se anadia al tubo 
0,05 ml. del extracto cuyo efecto se queria com 
probar. El control dé his tidil-tRNA sintetasa 
sola, se compensaba con el mismo volumen de tam 
p6n tris 0,05 M pH 7,5- El blanco de la reaccion 
llevaba 0,050 ml. de agua en vez de tRNA.
Cuando se efectuo la reaccién de sintetasa 
en presencia de ATP-fosforribosiltransferasa a£ 
tiva o inactiva ( a), b) y c) ), se observé en 
todos los ensayos una inhibicion de la actividad 
de histidil-tRNA sintetasa que oscilaba desde - 
un 20^ hasta un 6o^.
Este efecto pudiera deberse a un posible - 
"atrapamiento" del sustrato par parte de la ATP* 
fosforribosiltransferasa. El ATP estaba en una - 
concentracion final 5 mM muy en exceso, asf co - 
mo el Mg**. Por ello se repitio poniendo doble 
cantidad de tRNA y 0,015 ml» de sintetasa obser 
véndose los mismos efectos inhibitorios ya con- 
signados.
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Para comprobar que este efecto no era - 
inespecxfico se repitieron los ensayos en pre­
sencia de 0,05 ml. de insulina (l mg/ml) no d£ 
tecténdose variacién significativa alguna en - 
la actividad de la enzima.
Tambien se realizaron ensayos en presen­
cia de 0,03 ml. de extracto de his-750, carente 
de ATP-fosforribosiltransferasa, y como era de 
esperar no sélo no bubo inhibicién, sino que se 
obtuvo un considerable aumento de la actividad 
detectada, ya que como se pudo comprobar, el ex 
tracte poseia en s£ mismo actividad de bistidil- 
tRNA sintetasa,
Cuando al extracto procédante de la cepa 
his-750, con actividad de sintetasa pero no del 
primer enzima de la ruta, se le anadia un extra£ 
to de histidil-tRNA sintetasa purificada por cr£ 
matografla de afinidad procédante de una cepa 
salvaje de E. coli (UTH653)i que ademés presen- 
taba cierta actividad contaminante de ATP-fosfo- 
rribosiltransferasa, se obtenla aproximadamente 
un 30^ de la actividad de sintetasa suma espera- 
d a .
Al variar las condiciones expérimentales 
no se obtuvo una relacién concordante en el efec 
to considerado por 1 o que sélo la valoracién 
cualitativa de los hechos permite sugerir la po­
sibilidad de una interaccion especlfica entre ara
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r Efecto ejercido sobre la actividad de
] ' ATP-fosforribosiltransferasa por:
..
Figura l4.- 0,025 m l . de histidina I5I yuM
'
V Figura I5 .- 0,1 ml. de "mezcla sintetasa"
Figura I6 .- 0,05 ml. de tRNA (4,6 mg/ml)
Figura 17,- 0,05 m l . de extracto de histidil-tRNA 
sintetasa.
Figura 18.- 0,05 ml. de disolucion de albümina del 
suero bovino (1 mg/ml).
Figura 19»- 0,025 ml. de extracto de histidil-tRNA
’v sintetasa desnaturalizada.
'■ '  ^ , :
: ■ ■ . j
, En cada figura se ha incluldo el correspond
diante ensayo de r e f e r e n d a  (llnea rayada) . Los valo
res de absorbancia 6ptica consignados en ordenadas, 
corresponden a l  ensayo problema (ixnea continua).
FIG. 14 FIG . 15
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Efecto ejercido sobre la actividad de ATP-fosfo-
rribosiltransferasa por:
Figura 20.- 0,025 nil. de extracto de his tidil-tRNA 
sintetasa.
Figura 21.- 0,025 ml. de extracto de histidil-tRNA 
sintetasa desnaturalizada.
Figura 22.- 0,1 ml. de albümina del suero bovino 
(l mg/ml)
En estos ensayos la muestra se ahadia en un 
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bas enzimas con inhibicion de la actividad de 
histidil-tRNA sintetasa en las condiciones ex­
périmentales de nuestros ensayos "in vitro".
7. Experimentos de cromatograf£a por filtracion en gel
Estos experimentos tenlan por objeto apoyar 
la idea de una posib3,e interacci6n entre his tid il-tRNA 
sintetasa y ATP-fosforribosiltransferasa, detectando - 
la presencia del complejo formado entre ambas, en raz6n 
de su supuestb elevado peso molecular y consiguiente - 
comportamiento en cromatografla por filtracion en gel.
La metodica adoptada suponla como etapa pre­
via, la observacion del comportamiaoato en cromatografla 
por filtraci6n en gel de cada una de las dos enzimas 
separadamente para en una fase posterior estudiar las 
posibles diferencias que se pudieran manifester al some^ 
ter una mezcla incubada de ambas enzimas, al proceso - 
oromatogràfico,
Sabido es que la tëcnica de cromatografla por 
filtraoidn en gel permite calculer el peso molecular 
de las protelnas globularos teniendo en icuenta que 
el volumen de elucidn de la protelna es inversamente 
proporcional al logaritmo de su peso molecular (98) en 
un amplio intervale que varia con el tipo de fase esta 
cionaria utilizada.
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En nuestro trabajo empleamos indistintamente 
Sepbadex GlOO y GI50 como fase estacionaria cuando se 
estudiaron las enzimas aisladamente, consiguidndose r£ 
sultados similares en ambos casos. Cuando se investig6 
la mozcla de ambas se utiliz6 exclusivamente Sephadex 
GI50 pues era de presumir que el peso molecular del - 
supuesto complejo multienzimàtico exoediera del limite 
superior de exclusi6n teorico para Sephadex GlOO (150.OOO).
En todos los experimentos se utilize Tris-HCl 
0,05 M, pH 7»5 como tamp6n basai en el equilibrado, élu 
ci6n y lavado de las columnas»
Las condiciones expérimentales de temperature 
velocidad de flujo y presion operative se mantuvieron - 
constantes durante todo el procédé operative.
Cuando se consider6 oportuno se investig6 la 
presencia de histidil-tRNA sintetasa y de ATP-fosforri­
bosiltransferasa en las fracciones recogidas, mediante
les ensayos, ya descritos en Métodos, de MUENCH y BERG
( ' *
( 76) y de VOLL et a l . ( 7 5 )  modificado, respectivamente.
i- . . ■ ■
7»1* Calibrado de las columnas
u 41 Dado que en nuestros experimentos se us6 Se­
phadex GlOO y GI50 como fase estacionaria, fue pre^ 
ciso calibrar ambos tipos de columnas.
El volumen de exclusion se investigô aplican- 
do a las columnas una disolucion de azul dextrano.
Los volûmenes de exclusidn obtenidos fueron de -
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15,2 y 16,5 ml. respectivamente.
El calibrado de las columnas se efectuo me­
diante experimentos sucesivos, aplicando a las - 
columnas mezclas binaries y ternarias de protei- 
nas patrôn de peso molecular conocido, con lo que 
se evitaba el riesgo de solapamiento que supondria 
su aplicacion conjunta (Figura 23 y 24).
Al représenter volûmenes de elucion frente 
al logaritmo del peso molecular, la linealidad fue 
casi perfecta obteniéndose para el Sephadex GlOO y 
GI50 unos limites superiores de exclusi6n de - 
115.000 y 250.000 en cada caso.
En la Figura 25, se ha representado la rela- 
cion entre volumen de eluciôn y peso molecular de 
las protelnas cuando la fase estacionaria era Sepha 
dex GI50, obteniéndose un diagrama concordante - 
cuando se empleo Sephadex GlOO.
7 .2 , Cromatografla de histidil-tRNA sintetasa
Este experimento se realizé oon una serie de 
extractos de histidil-tRNA sintetasa obtenidos se^  
paradamente y bajo diferentes condiciones expéri­
mentales siendo el resultado de la cromatografla 
bésicamente el mismo en todos los casos tal como 
se expone a continuacion.
El tampén de equilibria fue Tris-HCl 0,05 M,
pH 7,5, empleado también como tampén de elucién.
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Figura 26.- Cromatografla de Histidil-tRNA sin 
tetasa en Sephadex GI50.
Figura 27.- Cromatografia de Histidil-tRNA sin 















VOLUMEN DE ELUCION ml
FIG . 2 *
FIG . 37
00









VOLUMEN DE ELUCION ml
aplicaron muestras de histidil-tRNA sintetasa con 
diferente actividad oscilando la concentracion de 
protexna entre 1.5 y 3,5 mg/ml.
El perfil de elucion mostraba habitualmente, 
tras un pico de protelnas excluldas, la aparicion 
de un incremento de absorbancia que coincidxa con 
la maxima presencia de actividad enzimàtica a un 
volumen de elucion correspondiente a un peso mole^ 
cular de 85OOO.
Posteriormente, era frecuente detectar otro 
pico de absorbancia coincidente con una distorsion 
signxficativa del perfil de actividades a un peso 
molecular de 44000-48000, (Figura 26).
Como se comentarà mas adelante, estos resul­
tados podrlan interpretarse considerando la existen 
cia de la enzima en una forma dimerica prédominan­
te y responsable de la màxima actividad, con una - 
forma monomerica, capaz en las condiciones expéri­
mentales del ensayo enzxmàtico de exhxbir una cier 
ta actividad.
En nuestro trabajo se obtuvxeron datos simi^  
lares empleando tanto Sephadex GlOO como GI50.
Entre los extractos enzimàticos estudiados 
hubo uno cuyo comportamiento cromatogràfico fue - 
anormalmente diferente y que expondremos por la - 
signifxcacion que pudiera tener mas adelante. El 
extracto al que nos referimos (extracto S4500) pr^
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sentaba actividad contaminante de ATP-fosforribo- 
siltransferasa dando invariablemente un pico de 
actividad y de absorbancia correspondiente a un 
peso molecular de I6OOOO con ausencia de las - 
formas correspondientes a 850OO y a 44000, al me- 
nos en la proporcion caracterlstica de otras mue^ 
tras (Figura 2?). En principio podrla explicarse 
aduciendo la existencia casi exclusive de formas 
tetraméricas de histidil-tRNA sintetasa en este 
extracto.
En todos los casos estudiados se obtenla, ya 
en la fase de lavado de la columna, un gran pico 
de absorciàn 6ptica eluido con volûmenes de elu­
cion muy elevados y que correspondra a la gliceri^ 
na présente al 50^ en todas las muestras cromato- 
grafladas. Como recordaremos la glicerina se uti- 
lizaba como agente estabilizador para la conserva 
c±6n de los extractos enzimàticos.
7•3• Cromatografla de ATP-Fosforribosiltransferasa
Cuando las muestras estudiadas por cromatogra 
fia por filtraeiàn en gel contenlan extractos pu - 
rificados de ATP-fosforribosiltransferasa se obtu- 
vieron perfiles de elucion como el ïnostrado en la 
Figura 28.
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■ Estos estudios se realizaron usando Sephadex 
GI50 como fase estacionaria de la cromatografla.
Las muestras poselan diferentes grades de activa^ 
dad siendo 1,5t2,5 mg/ml la concentraci6n de pr£ 
telna y el tamp6n de elucion el ya mencionado, 
Tris-HCl 0,05 M, pH 7,5» Todos los experimentos 
se hicieron a 4^C.
■V. .
En la mayorla de las muestras estudiadas, se 
obtuvieron cantidades variables de protelnas ex - 
cluldas, aproximadamente un 20^, que presentaban 
actividad de ATP-fosforribosiltransferasa y que - 
corresponderlan a estados de agregaciàn elevados 
de la enzima.
En todos los casos estudiados, la fraccidn - 
prédominante y que reunla la màxima actividad enzi 
màtica, se eluia de la columna en una posiciàn - 
équivalente a un peso molecular de'69000-76000.
Era frecuente observar en el perfil de eluciàn in- 
crementos irregulares de absorbancia acompahados 
por un aumento de la actividad enzimàtica en las 
'fracciones correspondientes a 36OOO de peso mole-- 
cular (Figura 28). En algunos casos fue posible d£ 
tectar picos de absorbancia y actividad que indi - 
caban la existencia de formas enzimàtioas de 
I45OOO-I5OOOO de peso molecular.
Tanto el S. typhimui'ium como en E .coli. se 
ha podido establecer la existencia de mdltiples - 
formas oligomàricas para la enzima ATP-fosforrib£ 
siltransferasa (99,100). La forma activa parece -
-  143 -
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, estar compuesta por un dfmero de 68000 de peso 
molecular habidndose descrito en ambos microor- 
ganlsmos la existencia de la enzima, en determ^ 
nadas condiciones, como un hexàmero formado por 
seis subunidades idénticas de 36000 daltons - 
(97,101).
Con estos datos, nuestros resultados pare- 
cen sugerir que la enzima se eluye fundamental- 
mente como dimero (69OOO • 76OOO), y en mayor o 
menor medida también es posible distinguir for­
mas més sencillas do peso molecular 36OOO y for 
mas de agregacién de orden superior (hecémero, 
etc), tambien se detectaron formas que correspon 
, derian a un supuesto tetrémero de peso molecular
1 4 5 0 0 0-1 5 0 0 0 0.
7 ,4 . Oromatografla conjunta de ATP-fosforribosiltrans 
i ferasa e histidil-tRNA sintetasa
i / El estudio se realiz6 con sendas muestras de
los mismos extractos de histidil-tRNA sintetasa y 
ATP-fosforribosiltransferasa con que so habian efoc 
tuado los experimentos anteriores, Una vez mezcla- 
das se mantenlan diez minutos a 31-0* aplicàndose 
alternativamente 0,5 6 1 ml, de la mezcla a la co— 
lumna de Sephadex GI50. Las condiciones operatives 
eran escrupulosamente analogas a las mantenidas 
cuando se estudiaron las dos enzimas por separado.
— i44 —
El resultado de uno de estos experimentos puede - 
comtemplarse en la Figura 29.
El perfil de elucién registrado al medir la 
absorbancia optica indicaba la existencia de un - 
frente de proteinas excluidas y la presencia de 
, un pico cuyo volumen de elucion le hacxa corres- 
ponder un peso molecular de l45000-l60000.
Al medir la actividad de las fracciones elu^ 
das, se obtuvo la màxima actividad de ambas enzi­
mas en las fracciones équivalentes a un peso mole^ 
cular como el indicado.
La medida de la actividad de ATP-fosforribo­
siltransferasa indicaba invariablemente que parte 
de la enzima habxa sido eluida con el frente de 
protelnas excluidas, mientras que el reste apare- 
c£a pràcticamente por complete con las fracciones 
correspondientes a l45000-l60000 d® peso molecular, 
quedando apenas vestigios de actividad enzimàtica 
a pesos moleculares inferiores.
La actividad de histidil-tRNA sintetasa seha- 
laba la presencia mayoritaria de la enzima en las 
fracciones de peso molecular l45000-l60Û00, ademàs 
también se detectaba habitualmente actividad en po 
siciones équivalentes a un peso molecular de 83000,
6 sea en la forma dimerica de la propia enzima.
Estos hechos podrxan explicarse suponiendo la 
existencia de un complejo formado por interaccion 











VOLUM EN DE ELUCION
ml.
F IG .2 9 CROM ATOGRAFIA CONJUNTA DE H IS T ID IL -tR N A  SINTETASA Y 
A T P -F O S F O R R IB O S IL  TRANSFERASA
A* PERFIL DE ACTIVIDAD DE H IS T ID IL -tR N A  SINTETASA
B= " " « ” A TP-FO SFO R R IB O SILTR A N SFER A SA
C= " W ABSORBANCIA
dil-tRNA sintetasa-dimero de ATP-fosforribosiltran^ 
ferasa, lo cual justificarxa la presencia de acti­
vidad de las dos enzimas en las fracciones corres­
pondientes a un mismo peso molecular y coincidente 
con el valor global atribuible al supuesto comple­
jo enzimatico; asf como la desaparicion de formas 
oligomericas inferiores de ambas enzimas en la 
elucion cromatogrdfica,
Todos estos datos, asx como los ya expuestos 
anteriormente se revisaran en la seccion "Discusion 
de Resultados", tratando de examinar el valor de - 
los mismos y la relacion que los liga para extraer 
las correspondientes conclusiones.
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V. D I S C U S I O N
Segün se dériva de les estudios reaüzados 
por GOLDSCHMIDT et al. (56) y por GARRICK-SILVER­
SMITH y HARTMAN (90) parece que existe una gran sim^ 
litud en cuanto al numéro y ordenaciôn de les genes 
que componen la ruta de biosxntesis de histidina, en 
tre E . coli y S. typhimurium ocupando en conjunto, p£ 
siciones comparables en el mapa genético de ambas ba<o 
terias.
Este dato concuerda con el alto grado de co^
' I
rrespondencia genética observado entre estes dos micro^ 
organismes (55).
La ruta de bioslntesis de histidina parece 
tener validez general para otros organismes mas aieja­
des en la escala evolutive; as! , las reaociônes de - 
bioslntesis de la histidina en Neurospora crasa y en 
Saooharomyces cereviaae son idénticas a las descritas 
para las enterobacterias. Sin embargo, les genes corre^ 
pondientes a las distintas actividades enzimdticas no 
estàn agrupados sine disperses en diversas localizaci£ 
nés en cromosomas diferentes. Ademàs, mientraa en S.ty 
phimurium la imidazolglicerolfosfato deshidrasa y la 
histidinolfosfato fosfatasa se hallan bajo la dependen 
cia del mismo gen, les genes que rigen la sintesis de
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estas enzimas son distintos, tanto en el moho como en 
la levadura (102).
Por otro lado, a pesar de la aparente simili- 
tud entre E. coli y ^ . typhimurium, deben existir nota­
bles diferencias estructurales en su material genético 
qeu expliquen la ausencia de recombinacion en la region 
del operon histidina entre hibridos interespecificos, o 
el hecho de que la presencia de extensas delecciones - 
sea màs abundante entre los mutantes de E> coli que en­
tre los de S . typhimurium (56 , 90)•
A lo largo del estudio que hemos realizado - 
sobre el esquema de regulacion del operon histidina en 
E . coli K12, se han tomado como puntos de referencia - 
los datos préexistantes para S . typhimurium basàndonos 
en la homologia que la comparacion entre los mapas ge- 
néticos de ambas bacterias supone (91,93), ailn teniendo 
en cuenta que ambas enterobacterias se encuentran clara 
mente diferenciadas por sus caracterfsticas fisiologicas 
y bioquimicas.
Para la obtencién de la primera serie de mu­
tantes reguladores se sometio la cepa JC5439 a la ac - 
cién de diverses agentes mutagénicos entre los que la 
2-Aminopurina se mostré como el màs eficaz, siendo por 
esta razén y por la sencillez de su utilizacién, emplea 
do como agente exclusive en la obtenoién de la segunda 
serie de mutantes. En esta segunda ooasién se pudo com- 
probar que el période de incubacion éptimo del cultive 
con el agente mutagénico era de dos horas, no detectén
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dose mejores rendimientos con tiempos màs prolongados,
El procedimiento de aislamiento de los mutan 
tes reguladores se ha basado en la seleccién de mutan­
tes resistentes a la accién de 1,2,4-triazol-3 alanina,
( t r a ) .
El TRA es un anélogo de la histidina téxico 
para la célula en ciertas condiciones; como se comenta 
en la Pag. 35 , pudiendo ser, varias las mutaciones re£
pensables de la aparicion de resistencias a la accion - 
del anàlogo.
Para distinguir-entre los mutantes resistentes 
al TRA, aquéllos que tuvieran alterado el mecanismo de 
regulacién del operén histidina, se ha aprovechado la 
peculiar caracteristica fenotipica por lo que estes mu­
tantes forman colonias con morfologia rugosa al crecer 
en medio minime con elevada concentracion de glucosa 
(2%) como fuente de carbone, siendo su aspecto lise c£ 
mo el tipo salvaje a bajas concentraciones de glucosa 
(0,2#). (Figuras 5 y 6),
Aparté del criterio morfologico, se jnzgé ne- 
cesaria la adopciôn de otros criterios que permitieron - 
asegurar la naturaleza reguladora de los mutantes sele£ 
çionados y para elle se aprovecho la censtitutividad en 
zimàtica, propia de los mutantes buscados de modo que 
previamente a su caracterizacién genética era necesario 
comprobar:
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a) Variacion de la morfologia de las colonias en 
medio minimo con glucosa al 2^ y al 0,2^,
(Tablas V y X XIV).
b) Desrepresion enzimâtica en presencia y ausencia 
de histidina. (Tablas VI y X X V ).
También se comprobo que la alteracion régula 
dora es independiente de la morfologia exhibido en glu 
cosa 2^ 6 al 0,2^, no detectandose ninguna influencia 
significativa del medio sobre el nivel de desrepresién 
enzimâtica del operon histidina ni en los mutantes re­
guladores ni en la cepa salvaje, tras crecerse en am - 
bas condiciones, como se muestra en las Tablas VII y* 
XXVI.
La amplia gama de valores de desrepresién en 
zimâtica detectados, sugiere que no debe ser la sola au 
sencia de un elemento esencial (aporrepresor) la respon 
sable de las alteraciones reguladores de nuestros mutan 
tes, sino mas bien la irregular interaccion entre dife­
rentes elementos integradores del mecanismo general de 
la regulacion.
La caracterizaciôn genética de las dos series 
de mutantes constitutives se llevo a cabo mediante la 
técnica de cotransduccién con el bacteriéfago Plkc, cjo 
mo vector genético para la transferencia de caractères 
bacterianos. Este bacteriéfago es un mutante derivado 
del virus PI, que dâ plaças mâs claras que éste y lisa










MAPA GENETICO PARCIAL DE E.coli-Kl2 
basado en TAYLOR y TR0TTER(1972)
dos de txtulo superior, con una eficiencia de plaqueo 
(e.o.p) aproximadamente de 1 para E. coli K l 2 (59); 
seleccionando como marcadores los genes localizados - 
en el mapa de E . c o l i , en posicion equiparable a la - 
prevista para los genes reguladores h i s O , h i s R , h i s T , 
e h i s U , supuesta la conservacidn de la homologia genjé 
tica con S . t y p h i m u r i u m .
La mutacidn hisS de E . coli ha sido estudia- 
dada por R. MARTIN DEL RIO,' habiéndose detectado cotran^ 
duccion con el marcador guaA al igual que en S . typhimu 
riu m  (77).
La metôdica habituai consitfa en obtener un 
lisado en segundo pase, del fago Plkc sobre cada mutan 
te como cepa donante de la mutacion reguladora, cuyo fe^  
notipo morfologico era fàcil comprobar en cada momento. 
Como cepa receptora se elegia en cada caso aquélla con 
el marcador genético adecuado y que generalmente condu- 
oia a la expresion de auxotrofia para algiin requerimien 
to nutritivo.
Para el estudio del gen h i & W , hemos utilizado 
como ùnico marcador viable el gen nalA que es r e s p o n s a ­
ble de la resistencia a elevadas concentraciones de éc^  
do nalidixico (40 yug/ml) (94), lo cuàl nos ha obligado 
a introducir importantes modificaciones en la técnica - 
usual. En primer lugar fue précise obtener una cepa de 
E. coli con el marcador nalA por el procedimiento del - 
gradiente en plaça segdn SZYBALSKI ( 7 0 ) , Una vez aisla- 
da y  comprobada la morfologia normal de la cepa NR757»
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resistente a ^ 100 yUg/ml de acido nalidixico, se juz- 
go oportuno comprobar la estabilidad cromosomica del 
gen nalA mediante cruces de conjugacién inter e intra 
especificos con estirpes bacterianas con multiples r e ­
sistencias. (Pag. 97).
No se ha detectado en ningun caso, trasnsfb 
rencia de la resistencia al acido nalidxxico, no exi^ 
tiendo posibilidad de resistencias cruzadas entre los 
otros antibioticos utilizados, e s treptomicina (araino- 
glicésido) y carbenicilina (yQ-lactàmico derivado de 
la p e n i c i l i n a ) .
En los cruces de transduccion fue necesario 
emplear como donante la cepa NR757» Nx^, sirviendo c o ­
mo receptores la coleccion de mutantes reguladores , - 
con lo cual, se hubieron de modificar los criterios - 
de p o s i t i v i d a d , en el sentido de seleccionar aquéllos 
recombinantes con aspecto liso y niveles enzimaticos 
basales similares a los de la cepa salvaje. Con lisa - 
dos procédantes de cultives obtenidos a partir de esos 
recombinantes, se efectué la cotransduccién de los dos 
marcadores, segun la técnica y criterios habituales con 
firmandose la viabilidad de la expresién conjunta de 
ambos caractères (Pàg. 99).
Como norma general en todos los experimentos
en que la cotransduccién se considéré positiva, se selec^
cionaron un numéro variable de recombinantes entre los
que se comprobaba la estabilidad del fenotipo exhibido,
asi como el nivel de desrepresién enzimâtica del operén 
h i s t i d i n a .
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En la Tabla VIII se puede contemplar como el 
mayor porcentaje de cotransduccién que se ha logrado 
con los mutantes his495, his497 y 0A112 cuando se selec 
cioné la expresién conjunta de los genes estructurales 
del operén histidina (prototrofia para histidina) con 
el fenotipo rugosa de la mutacién reguladora, lo cuàl 
indica un comportamiento propio de los mutantes h i s O .
El elevado porcentaje de cotransduccién (hasta un 80^95^ 
para el mutant 0A112) està de acuerdo con el modelo que 
supone al gen operador en posicién adyacente a los ge - 
nés estructurales.
Con lisados procedentes de los mutantes —  
his 4 9 8 , OAlll, 0A112,y OA124, se ha podido detectar co­
transduccién positiva con el marcador ilvE situado en 
el minute 75 del mapa genético de E. coli (91); por lo 
que la mutacién reguladora objeto del anàlisis, parece 
estar situada en posicién equiparable al gen hisR de - 
S . typhimurium.
V Segun nuestros datos el mutantq 0A112 se tra-
ta de un doble mutante regulador h i s O , h i s R . siendo el 
unico aislado en nuestro estudio. Es significative el 
hecho de que se trate del unico mutante obtenido por 
la accién de la N-metil N ’-nitro N-nitrosoguanidina - 
(MNG) , que es el agente de capacidad mutagénica màs elie 
vada.
- 153 -
Cuando se intenté cotransducir la prototrofia 
para adenina y guanina como expresién del alelo normal 
para el gen purF, utilizado como marcador, se consiguie^ 
ron recombinantes de morfologia rugosa que cumplian las 
condiciones requeridas, con los lisados de los mutantes 
OAIOO y OAI3I (Pàg. 93). Estes mutantes segun el crite­
rio genético considerado, serian anàlogos a los mutan - 
tes de la calse hisT descritos en S. typhimurium«(I6 ).
El estudio genético de los genes his Q , hisR 
e hisT en S . typhimurium ha sido realizado mediante 
cruces de cotransduccién mediados por el fago P22 (16). 
Sin embargo, la caracterxzacién genética de los mutan­
tes hisW e hisU se llevé a cabo gracias a los trabajos 
de D. ANTON (18) utilizando cruces de conjugacién. En 
nuestro caso se ha intentado la viabLLidad de los expe­
rimentos de transduccién como método màs preciso de —- 
anàlisis genético, contando con la existencia de los g^ 
nés nalA y pyrE en los minutos k Z  y 72 respectivamente, 
del mapa genético de E. coli Kl2 (91), como marcadores 
genéticos adecuados, aunque como ya se ha avanzado pre- 
viamente^el empleo del gen nalA obligé a introducir va- 
riaciones en la metédica, segiin se ha descrito con dé­
tails en la seccién IV-2.9, El mutante 0A123 fue el àni_ 
co en poner claramente de manifiesto la capacidad de - 
transduccién conjunta del gen nalA con el supuesto hisV.
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Ningiin mutante de la primera serie di6 lugar
a la apariciôn de colonias oon prototrofia para pirim^
dinas y morfologia rugosa cuando se selecciono el gen
pyrE como marcador. Fue preciso obtener una segunda se^
rie de mutantes encontràndose dos (MA209 y MA213) con
caracteristicas topol6gicas similares a los mutantes -
hisU de S. typhimurium.
Los datos genéticos conseguidos nada dicen -
acerca de la funcionalidad de los genes reguladores o
de su influencia sobre el mecanismo de regulacion. Dado
que en S. typhimurium se ha comprobado que todos los gie
nés reguladores estén implicados de algiin modo en la -
aminoacilacién del tRNA^^® (33»3^) y como por otro lado
fue en E . coli donde por primera vez se puso de manifies^
Histo el protagonismo del His-tRNA como elemento activo 
del esquema de regulacién (l5), se ha considerado de in­
terns la evaluacion del contenido de tRNA^^^ total y ami_ 
noacilado. La Figura 8 muestra como existe una évidente 
correlacion entre la cantidad absoluta de tRNA^^® carga^ 
dbi --d-n vivo" y el nivel de desrepresién enzimética del 
operén histidina coherente con el papel de correpresor 
atribufdo al His-tRNA^^^ en el control por represién.
IParece claro que es la cantidad absoluta de His-tRNA^^®
Hisy no la relacién entre la cantidad de tRNA libre y
Hiscargado o la cantidad de tRNA libre, quien ejerce - 
la influencia observada sobre mecanismo de represién.
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El diferente grado de intensidad observado en 
la desrepresion de los mutantes his495, his497 y 0A112 
(hisO) podrxa interpretarse como una parcial disminu - 
cién en la afinidad de algun determinado elemento regu 
lador por el gen operador como consecuencia de la alte^
racién estructural ocasionada por la mutacién.
HisLa cantidad de tRNA total detectada en
E . coli K12 en nuestro trabajo, es un valor intermedio 
entre el citado por LEWIS y AMES (30) y los calculados 
por BRENNER y .AMES (26) y PATTHY y DENES (52) para - 
S. typhimurium y E. coli Kl2 respectivamente.
En la Tabla XXX se expone el contenido de 
tRNA^^® total y el porcentaje en la forma aminoacilada 
correspondiente a cada mutante.
Con los mutantes his495, his497 (hisO) y con
el OAIOO (hisT) se han obtenido valores préximos a los
del tipo salvaje en cuanto a contenido-de tRNA^^® carga
do; lo cuàl era de esperar para los mutantes en el gen
operador as£ como para el mutante hisT. siempre y cuando
el defecto en éste dltimo ocasione una déficiente inte-
raccién con el mecanismo de regulacién sin afectar ni
la cantidad absoluta, ni la capacidad de carga del -- 
HistRNA en la reaccién de aminoacilacién.
Hi, âEn S . typhimurium, se sabe que el tRNA de 
los mutantes hisT carece de dos restos de pseudouridina 
eh la zona préxima al anticodon (32). Recientes estudios 
oon mutantes hisT, muestràn que ese error estructural -
— 15^ —
' ï
; '.‘ .I !>
aparece simultànearoente en otros aminoacil-tRNA con 
alteraciones concomitantes en su respective mécanis­
me de regulacion (103).
La cantidad absoluta de tRNA^^® cargado, 
en los mutantes hisR, bisW e bisU, résulta apreciable
mente inferior que la de la cepa salvaje, aunque el -
Hisporcentaje de tRNA total que està en forma amino-
acilada es légicamente parecido; todo elle apoya la
idea de que el defecto de estas mutantes no està en
su capacidad de carga, sino en la facultad de formar
Hismoléculas de tRNA capaces de incorporer después el
aminoàcido correspondiente en el proceso de carga.
El significado fisiologico de las mutacio - 
nés reguladores asignadas a nuestros mutantes parece 
ser, segun esos dates, cualitativamente similar al se- 
nalado para mutaciones anàlogas de S . typhimurium (30). 
i Estes resultados ponen de relieve la impor -
tancia del papel jugado por el tRNA^^® aminoacilado, -
' :î-.' en cualquiera que sea el modelo de regulacién que se - 
considéré, ya sea como tipica molécula correpresora o 
como elemento intégrante en otro tipo de mecanismo de
, / control.
, Los estudios sobre la secuenbia de bases del
' tRNA^^^ realizados por SINGER et al., tanto en la cepa 
salvaje LT-2 (l04), como en mutantes hisT (32) de 
S . typhimurium indican la similitud entre aquél y el 
tRNA^^® de E. coli, suministrando una evidencia adicio 
nal en apoyo de la idea mantenida por nuestros résulta
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dos sobre el alto grado de boraologxa, tanto genética
como funcional, del esquema de regulacién del operén
histidina en ambas enterobacterias.
Por otro lado, los experimentos "in vitro"
de la seccién IV-6.7 muestran una clara interaccién
Hisde signe inhibitorio del His-tRNA sobre la activi-
dad de la primera enzima de la ruta metabélica. De la
Figura 10 se desprende que el efecto observado es con
Hissecuencia especifica de la intervencién del His-tRNA 
Hisy no del tRNA libre, abundando por tanto en la impor
tancia que la suma de datos disponibles atribuye a es-
—  8te elemento. La tiene un valor de 3,07 . 10** M, -
mientras que la forma de la curva de la Figura 10, y -
el tratamiento de los datos, sugiere una alta coopera-
tividad positiva en la interaccién.
En S. typhimurium, KOVACH et al. (42) calcu-
laron por otros procedimientos una constante de afini-
—8dad préxima a 10 M. Estes valores indican una gran -
afinidad entre la primer enzima y la molécula de -- 
HisHis-tRNA . Dado que éste debe estar "in vivo" en gran 
parte formando un complejo con la histidil-tRNA sinte- 
ta@a (31,33,36) surge la posibilidad de integrar estes 
très elementos en el mecanismo de regulacién a nivel - 
de formacién de un gran complejo en el que las mutuas 
interrelaciones jugarxan un papel decisive en la capac^ 
dad reguladora del mismo.
Esta idea ya ha sido sugerida en cierto modo 
por el grupo de GOLDBERGER (105) cuando siendo incapa-
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ces de detectar diferencia alguna entre la afinidad de
Hisla enzima ATP-fosforribosiltransferasa por el tRNA , 
de la cepa salvaje LT-2 de S . typhimurium y de mutan­
tes hisT, proponen que, suponiendo que el complejo —
Hxsprimer enzima-tRNA actue en regulacién, el defecto 
propio de la mutacién hisT debe expresarse modificando 
la interaccién del complejo con algdn otro elemento 
regulador.
También se han encontrado datos que sugieren 
la intervencién de la primer enzima en la propia regu­
lacién de la biosxntesis de la enzima histidil-tRNA - 
sintetasa. (l06).
La Figura 13 muestra como la actividad de - 
ATP-fosforribosiltransferasa va disminuyendo a medida 
que pr ogre sa la reaccién de aminoacilacién del tRNA**^^
afxrmando la influencia ejercida por la graduai apari-
Hi scién de His-tRNA sobre 3_a actividad enzimâtica.
En las secciones IV-6.3 a) b) c) y d) se ha 
comprobado el efecto ejercido por cada componante de la 
reaccién de aminoacilacién sobre la actividad de ATP - 
fosforribosiltransferasa. Es de destacar el efecto de 
activacién observado por la interaccién con histidil - 
tRNA sintetasa. Experimentos de control realizados con 
histidil-tRNA sintetasa desnaturalizada y con otras pr£ 
teinas sugieren la especificidad en la interaccién entre 
ambas enzimas, Los ensayos de la seccién IV-6.4 indican 
el caràcter mutuo de la interaccién con inhibicién de 
la histidil-tRNA sintetasa por la influencia de la pri­
mer enzima de la ruta.
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También se ban realizado estudios de cremator 
grafia por filtracién en gel con extractos de ambas en­
zimas. En los experimentos con histidil-tRNA sintetasa, 
se ha detectado una fraccion de peso molecular 85OOO, - 
que coincide perfectamente con el valor asignado segun 
diferentes técnicas analiticas a la forma dimérica de 
la enzima. Entre todas ellas, cuando se estimé por cro- 
matografxa por filtracién en gel, KALOUSEK et al. (lO?)
obtuvieron en Sephadex GlOO un peso molecular de 84000 
3000 para E. coli y DE LORENZO et al. (1O8) para S.typhi
murium lograron con Sephadex GI50 un valor de 92000, mien 
tras T. CEBULA (109), lo fijaba para el mismo microorga- 
nismo y con el mismo procedimiento en 8OOOO.
Los resultados logrados cuando se estudié la 
enzima ATP-f osf orribosiltransferasa, muestran una perfejc 
ta concordancia respecte a los datos de otros autores - 
(97,99,100) en cuanto al peso molecular y formas oligo - 
méricas en que se encuentra la enzima, fijàndose el peso 
molecular de la forma dimérica en 69OOO - 7&000.
Al cromatografiarse mezclas incubadas de ambas 
enzimas se obtuvo (Figura 29) actividad de las dos, en - 
las fracciones correspondientes a un peso molecular coin 
cidente con el esperado para un hipotético complejo for- 
mado por la interaccién de sus dimeros respectives. Esta 
posibilidad es consistante con el perfil de elucién ob - 
servado en cromatografla por filtracién en gel para el 
extracto 4500 de histidil-tRNA sintetasa con actividad 
contaminante de ATP-fosforribosiltransferasa (Figura 27).
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Todos estos datos abren nuevas posibilidados 
en el entendimiento de mecanismo de regulacién de la 
ruta de bioslntesis de histidina poniendo de relieve 
la complejidad del mismo y sugiriendo la necesidad de 
posteriores estudios que traten de coordinar los datos 
"in vitro" con los obtenidos "in vivo" tanto a nivel - 
genético como bioquimico.
Por otro lado, nuestros resultados constitu- 
yen una aportacién positiva a un aspecto poco estudia 
do, cual es la posible aplicacién general, con limites 
y modificaciones dictados por la diferenciacién evolu- 
tiva, de las caracterlsticas propias de un determinado 
mecanismo de regulacién de la expresién genética, en 
organismes diferentes.
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VI. C O N C L U S I O N E S
En el presente trabajo, se ha realizado un 
estudio general sobre el esquema de regulacién de la 
bioslntesis de histidina en la bacteria Escherichia 
coli K12, fundaroento en la caracterizaciéh genética 
de mutantes con propiedades reguladoras alteradas, - 
mediante el empleo de una técnica muy apropiada cuàl 
es la transduccién de marcadores genéticos, con el 
bacteriéfago Plkc como vehiculo mediador.
Se ha investigado la influencia ejercida - 
Hispor el His-tRNA como elemento bàsico de control,
sobre el mecanismo de represién enzimâtica , y se ha 
determinado la relacién existante con los tipos de mu­
tantes reguladores, genéticamente diferenciados, como 
criterio de caracterizacién funcional de los mismos.
Se ha intentado valorar el grado de paralelismo entre 
el comportamiento general del sistema de regulacién de 
la biosintesis de histidina, entre E. coli y S. typhi­
murium.
Como complemento, se incluye la realizacién 
de una serie de experimentos que tratan de aportar nue- 
vos datos acerca de la posible intervencién de las en - 
zimas ATP-fosforribosiltransferasa e histidil-tRNA sin-
- 1 6 2  -
tétasa con ©1 His-tRNA^^® en el esquema de regulacién.
' De acuerdo con los resultados obtenidos, se 
ha llegado a las siguientes conclusiones:
1*.- Se ha aislado una serie de mutantes constitutives 
en el operén histidina de E. coli Kl2 por selec - 
cién de resistencias ante l,2,4-triazol-3-alanina, 
con propiedades fenotipicas anàlogas a las exhi - 
bidas por los mutantes de S. typhimurium.
2&.- Por cotransduccién con diverses marcadores genéti­
cos se han conseguido identificar cinco localiza- 
ciones de mutaciones reguladoras, topolégicamente 
V f  equiparables a las ya descritas hisO, hisR, hisT, 




3*,’^ Queda claramente establecida la dependencia en­
tre la cantidad absoluta de tRNA^^® aminoacilado 
/"y el control de la expresién de los genes estruc- 
’ turales del operén histidina, habiéndose observa-
, do una relacién de proporcionalidad inversa entre
' > '  ^ Hi s
la cantidad de His-tRNA celular "in vivo" y el
i V nivel de desrepresién enzimâtica del operén.
4*,- La cantidad de tRNA^^® total y aminoacilado, que 
se ha evaluado en los mutantes constitutives, per­
mit© suponer una funcionalidad cualitativamente -
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similar a la del gen operador y restantes genes - 
reguladores de S. typhimurium.
5-.- Entre las bacterias E. coli y S. typhimurium exi£ 
te un alto grado de homologia genética que se -- 
conserva para el sistema de biosintesis de la - 
histidina, tanto en la localizacion como en la - 
funcionalidad de los genes estructurales y régula 
d ores.
6-.- Experimentos "in vitro" sugieren una fuerte inte-
Hisraccién especifica entre el His-tRNA y la pri­
mer enzima de la ruta con disminucion de la acti­
vidad enzimâtica segun un proceso altamente coo - 
perativo.
7-.- Experimentos de cromatografia por filtracién en - 
gel confirman para la forma dimérica de ATP-fosfo- 
rribosiltransferasa de E. coli un peso molecular
 ^ de 69000 - 76000 y de 85OOO para la histidil-tRNA 
sintetasa. Se ha detectado la posible formacién de 
un complejo entre las formas diméricas de ambas - 
enzimas, apoyado por la interaccién mutua obser - 
vada en experimentos "in vitro".
8&.- Se propone la participacién de un complejo formado
Hispor His-tRNA , ATP-fosforribosiltransferasa e 
Histidil-tRNA sintetasa en el mecanismo de regu-
- l64 -
I lacién del operén histidina, quedando probado la
actuacién del His-tRNA^^® como elemento de control 
negativo.
9#*- Tanto los datos acerca del comportamiento "in vi­
tro" de los diferentes elementos, como los datos 
genéticos y bioqufmicos "in vivo", ponen de mani­
fiesto la similitud entre el esquema general de 
regulacién de la biosintesis de histidina en dos 
microorganismos, préximos en la escala evolutiva, 
pero ya nitidamente diferenciados por sus propie­
dades fisiolégicas y bioquimicas, como son las - 
enterobacterias E« coli y S . typhimurium.
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